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ABSTRACT	  Wilson,	  Laura	  Elizabeth	  (Ph.D.,	  Geological	  Sciences,	  Department	  of	  Geological	  Sciences)	  Paleobiology	  Of	  Hesperornithiforms	  (Aves)	  From	  The	  Campanian	  Western	  Interior	  Seaway	  Of	  North	  America,	  With	  Analyses	  Of	  Extant	  Penguin	  Bone	  Histology	  Thesis	  directed	  by	  Assistant	  Professor	  Karen	  Chin	  	  	   The	  Late	  Cretaceous	  was	  a	  time	  of	  greenhouse	  climate	  and	  high	  sea	  levels	  that	  led	  to	  environmental	  conditions	  distinctly	  different	  from	  those	  today.	  	  A	  group	  of	  flightless,	  pursuit-­‐diving	  seabirds	  called	  hesperornithiforms	  thrived	  during	  this	  time	  in	  Northern	  Hemisphere	  marine	  environments,	  and	  have	  a	  particularly	  abundant	  fossil	  record	  from	  Campanian	  Western	  Interior	  Seaway	  deposits	  of	  North	  America.	  Their	  North	  American	  distribution	  from	  Arkansas	  to	  Ellesmere	  Island	  provides	  an	  exceptional	  opportunity	  to	  compare	  the	  evolution,	  biology,	  and	  ecology	  of	  a	  group	  of	  ancient	  marine	  birds	  along	  a	  latitudinal	  gradient.	  In	  this	  research	  project,	  I	  describe	  two	  new	  high	  latitude	  hesperornithiform	  specimens,	  analyze	  the	  body	  size	  evolution	  of	  North	  American	  hesperornithiforms,	  evaluate	  the	  trophic	  ecology	  of	  Arctic	  hesperornithiforms,	  and	  compare	  the	  effects	  of	  climate	  and	  behavior	  on	  the	  bone	  microstructure	  of	  these	  birds	  by	  drawing	  on	  results	  from	  analyses	  of	  extant	  penguin	  osteohistology.	  	  	  All	  analyses	  are	  placed	  within	  a	  paleoecological	  context,	  and	  the	  findings	  demonstrate	  that	  environmental	  conditions	  appear	  to	  have	  affected	  multiple	  aspects	  of	  hesperornithiform	  paleobiology.	  The	  discovery	  of	  large-­‐bodied	  Arctic	  hesperornithiforms	  suggests	  that	  seasonal	  temperature	  and	  photoperiod	  fluctuations	  likely	  influenced	  body	  size	  evolution	  in	  high	  latitude	  populations.	  In	  lower	  latitude	  populations,	  however,	  competition-­‐driven	  character	  displacement	  appears	  to	  have	  affected	  body	  size.	  Seasonality	  also	  likely	  influenced	  the	  trophic	  ecology	  of	  Arctic	  hesperornithiforms.	  Dental	  microwear	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analysis	  suggests	  that	  these	  birds	  had	  a	  more	  diverse	  diet	  (that	  probably	  varied	  seasonally)	  than	  previously	  assumed.	  Despite	  differences	  in	  body	  size	  evolution	  between	  populations,	  osteohistologic	  analyses	  of	  high	  and	  mid	  latitude	  hesperornithiforms	  reveal	  that	  neither	  Late	  Cretaceous	  climatic	  conditions	  nor	  long-­‐distance	  migration	  appear	  to	  have	  affected	  bone	  growth	  dynamics.	  This	  conclusion	  is	  supported	  by	  a	  complementary	  study	  comparing	  modern	  pygoscelid	  penguin	  bone	  microstructure,	  which	  found	  that	  long-­‐distance	  migration	  does	  not	  affect	  histologic	  patterns	  in	  these	  penguins,	  but	  that	  climatic	  factors	  and	  chick	  growth	  dynamics	  do.	  Overall,	  the	  results	  of	  this	  project	  provide	  a	  better	  understanding	  of	  this	  unique	  group	  of	  ancient	  seabirds,	  and	  shed	  light	  on	  the	  evolution	  of	  a	  group	  of	  marine	  vertebrates	  that	  thrived	  in	  a	  greenhouse	  world.	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CHAPTER	  I	  
	  
	  
INTRODUCTION:	  A	  SEABIRD'S	  EYE	  VIEW	  OF	  THE	  LATE	  CRETACEOUS	  WESTERN	  INTERIOR	  
SEAWAY	  	  	   Seabirds	  are	  considered	  important	  indicators	  of	  oceanographic	  conditions	  in	  modern	  marine	  environments.	  Their	  abundance	  and	  distribution	  is	  correlated	  with	  biological,	  physical,	  and	  chemical	  factors	  such	  as	  primary	  production	  (commonly	  measured	  by	  chlorophyll),	  prey	  availability,	  water	  temperature	  and	  salinity,	  water	  depth,	  circulation	  patterns,	  and	  distance	  from	  shore	  (e.g.	  Ainley	  and	  Boekelheide,	  1983;	  Hunt,	  1991;	  Ribic	  and	  Ainley,	  1997;	  Hunt	  et	  al.,	  1999;	  Weichler	  et	  al.,	  2004;	  Ainley	  et	  al.,	  2005).	  	  Because	  of	  these	  correlations,	  seabirds	  are	  sometimes	  used	  as	  monitors	  of	  the	  health	  and	  stability	  of	  ecosystems	  (e.g.	  Boersma,	  1978,	  2008;	  Fraser	  et	  al.,	  1992;	  Croxall	  et	  al.,	  2002).	  	  	  By	  extension,	  the	  evolution	  and	  distribution	  of	  extinct	  seabirds	  should	  shed	  light	  on	  paleoceanographic	  and	  paleoecologic	  factors	  of	  ancient	  marine	  systems.	  Hesperornithiform	  birds	  were	  a	  group	  of	  highly	  specialized	  Cretaceous	  seabirds	  with	  a	  wide	  biogeographic	  distribution	  and	  a	  relatively	  good	  fossil	  record.	  Consequently,	  these	  birds	  present	  a	  unique	  opportunity	  to	  test	  for	  biological,	  ecological,	  and	  behavioral	  adaptations	  to	  environmental	  changes	  along	  a	  latitudinal	  gradient	  in	  a	  fossil	  seabird	  taxon.	  	   An	  enigmatic	  group	  of	  birds,	  hesperornithiforms	  had	  specialized	  adaptations	  for	  flightlessness	  and	  pursuit-­‐diving	  (Marsh,	  1880;	  Martin,	  1984),	  a	  wide	  Northern	  Hemisphere	  distribution,	  and	  a	  good	  fossil	  record	  representing	  their	  abundance	  and	  diversity.	  Their	  long	  tibiotarsi,	  short	  but	  robust	  femora,	  elongate	  sacrum	  and	  ilia,	  and	  long	  toes	  signify	  a	  foot-­‐propelled	  diving	  lifestyle	  (Figure	  1).	  Reduced	  wings,	  including	  the	  loss	  of	  forelimb	  bones	  in	  some	  of	  the	  more	  advanced	  forms	  (e.g.,	  Hesperornis	  regalis),	  not	  only	  call	  attention	  to	  their	  flightlessness,	  but	  also	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imply	  limited	  use	  of	  wings	  in	  underwater	  propulsion.	  The	  thickened	  cortex	  typical	  of	  hesperornithiform	  limb	  bones	  also	  reflects	  their	  flightless	  nature	  and	  adaptation	  to	  pursuit	  diving,	  as	  the	  thicker	  bone	  increases	  the	  skeletal	  density	  and	  helps	  diving	  vertebrates	  overcome	  buoyancy	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Taylor,	  2000;	  Houssaye,	  2009).	  Furthermore,	  the	  presence	  of	  teeth	  and	  analysis	  of	  jaw	  mechanics	  have	  been	  used	  to	  infer	  a	  piscivorous	  diet	  (Marsh,	  1880;	  Martin	  and	  Naples,	  2008).	  	  Few	  other	  non-­‐neornithine	  birds	  match	  the	  overall	  degree	  of	  hesperornithiform	  skeletal	  specialization.	  
	  
Figure	  1.	  The	  skeleton	  of	  Hesperornis	  regalis	  from	  the	  Late	  Cretaceous	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas.	  Note	  the	  adaptations	  for	  foot-­‐propelled	  diving	  in	  the	  pelvis	  and	  lower	  limb,	  and	  adaptations	  for	  flightlessness	  in	  the	  sternum	  and	  upper	  limb.	  Image	  from	  Marsh	  (1880).	  	  	  Because	  most	  hesperornithiforms	  were	  large	  birds	  (the	  articulated	  skeleton	  of	  H.	  regalis,	  for	  example,	  measures	  ~1.8	  m;	  Marsh,	  1880)	  with	  dense,	  thick	  bones,	  their	  bones	  preserve	  relatively	  well.	  As	  a	  result,	  they	  have	  a	  relatively	  good	  fossil	  record,	  especially	  for	  Mesozoic	  birds.	  	  Their	  bones	  have	  been	  recovered	  from	  Late	  Cretaceous	  marine	  sediments	  throughout	  the	  Northern	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Hemisphere	  (with	  one	  Early	  Cretaceous	  occurrence;	  Galton	  and	  Martin,	  2002).	  The	  Southern	  Hemisphere	  bird	  Neogaeornis	  was	  aligned	  with	  hesperornithiforms	  at	  one	  point	  (Martin	  and	  Tate,	  1976),	  but	  has	  since	  been	  reassigned	  to	  the	  Gaviidae	  (Olson,	  1992),	  once	  again	  limiting	  the	  hesperornithiform	  fossil	  record	  to	  Cretaceous-­‐aged	  Northern	  Hemisphere	  marine	  deposits.	  European	  and	  Asian	  fossils	  have	  been	  found	  in	  England,	  Sweden,	  Kazakhstan,	  Russia,	  Mongolia,	  and	  China,	  but	  North	  American	  Western	  Interior	  Seaway	  (WIS)	  sediments	  have	  produced	  the	  highest	  number	  and	  diversity	  of	  these	  birds	  (Figure	  2).	  North	  American	  remains	  have	  been	  found	  from	  Arkansas	  to	  the	  High	  Arctic	  and	  span	  the	  Cenomanian	  to	  Maastrichtian	  stages.	  	  	  
	  
Figure	  2.	  Paleoeographic	  reconstruction	  of	  the	  Late	  Cretaceous	  showing	  the	  distribution	  of	  hesperornithiform	  fossil	  localities	  (pink	  circles).	  	  Campanian	  sea	  surface	  temperatures	  are	  noted	  in	  white	  boxes.	  Map	  modified	  from	  Blakey	  (2005a).	  SST	  estimates	  taken	  from	  (A)	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004,	  (B,	  C,	  G)	  Hay	  et	  al.,	  1993,	  (D,	  H,	  I-­‐K)	  Otto-­‐Bliesner	  et	  al.,	  2002,	  (E)	  He	  et	  al.,	  2005,	  (F)	  Liu,	  2009.	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Hesperornithiforms	  were	  a	  diverse	  group,	  with	  as	  many	  as	  ten	  possible	  genera	  from	  four	  families	  (Table	  1).	  	  The	  earliest	  forms	  first	  appeared	  in	  the	  fossil	  record	  in	  the	  Albian	  (~100	  Ma)	  of	  England.	  These	  specimens	  have	  been	  attributed	  to	  the	  genus	  Enaliornis,	  a	  basal	  hesperornithiform	  that	  already	  shows	  adaptations	  for	  foot-­‐propelled	  diving	  (Galton	  and	  Martin,	  2002)	  but	  has	  questionable	  flight	  capabilities	  (Elzanowski	  and	  Galton,	  1991;	  Galton	  and	  Martin,	  2002).	  By	  the	  Cenomanian	  (~95	  Ma),	  Pasquiaornis	  (Tokaryk	  et	  al.,	  1997)	  and	  an	  unspecified	  genus	  of	  Baptornithidae	  (Everhart	  and	  Bell,	  2009)	  appear	  in	  North	  American	  deposits	  from	  Saskatchewan	  and	  Kansas,	  respectively.	  Diversity	  peaked	  during	  the	  Campanian	  when	  Hesperornis,	  Baptornis,	  
Parahesperornis,	  Asiahesperornis,	  and	  Canadaga	  populated	  an	  array	  of	  Northern	  Hemisphere	  marine	  environments	  (e.g.	  Marsh,	  1877,	  1880;	  Russell,	  1967;	  Martin	  and	  Tate,	  1976;	  Martin,	  1984;	  Hou,	  1999;	  Martin	  and	  Lim,	  2002;	  Rees	  and	  Lindgren,	  2005;	  Dyke	  et	  al.,	  2006;	  Bell	  and	  Everhart,	  2009).	  Hesperornithiforms	  persisted	  through	  the	  Maastrichtian	  to	  the	  Cretaceous-­‐Paleogene	  boundary	  (ca	  65	  Ma),	  during	  which	  time	  Brodavis	  apparently	  colonized	  freshwater	  environments	  in	  North	  America	  and	  Asia	  (Martin	  et	  al.,	  2012).	  	  Judinornis	  from	  the	  Maastrichtian	  of	  Mongolia	  (Nessov	  and	  Borkin,	  1983)	  and	  Potamornis	  from	  the	  Maastrichtian	  of	  Wyoming	  (Elzanowski	  et	  al.,	  2000)	  have	  been	  aligned	  within	  Hesperornithiformes,	  but	  the	  evolutionary	  relationships	  of	  these	  taxa	  are	  currently	  unresolved.	  Overall,	  hesperornithiform	  fossils	  are	  associated	  with	  shallow	  marine	  environments,	  with	  the	  most	  inland	  occurrence	  prior	  to	  the	  Maastrichtian	  from	  a	  marginal	  marine	  estuarine	  deposit	  (Fox,	  1974).	  	  Maastrichtian	  species	  identified	  as	  Hesperornithiformes	  have	  been	  recovered	  from	  freshwater	  deposits	  (Elzanowski	  et	  al.,	  2000;	  Martin	  et	  al.,	  2012).	  While	  these	  birds	  have	  a	  broad	  Northern	  Hemisphere	  distribution	  (Figure	  2),	  they	  are	  associated	  with	  cooler	  waters	  and	  more	  northern	  (boreal)	  faunal	  provinces	  (Nicholls	  and	  Russell,	  1990;	  Martin	  and	  Lim,	  2002;	  Cumbaa	  et	  al.,	  2010).	  This	  suggests	  they	  perhaps	  dispersed	  via	  the	  Arctic	  Basin,	  exploiting	  the	  cooler	  waters	  connecting	  the	  shallow	  epicontinental	  seas	  of	  the	  Northern	  Hemisphere.	  In	  North	  America,	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hesperornithiforms	  appear	  to	  have	  diversified	  during	  the	  highstands	  of	  the	  Cenomanian	  and	  Campanian	  WIS	  (e.g.	  Kauffman,	  1984),	  though	  this	  could	  be	  associated	  with	  taphonomic	  factors	  favoring	  preservation	  during	  transgressive	  cycles	  (e.g.	  Rogers,	  1993).	  Only	  when	  sea	  level	  dropped	  and	  the	  northern	  and	  southern	  portions	  of	  the	  WIS	  were	  no	  longer	  connected	  during	  the	  Maastrichtian,	  did	  hesperornithiforms	  move	  inland	  to	  freshwater	  habitats.	  	  
Project	  Scope	  The	  extensive	  geographic	  and	  temporal	  distribution	  of	  hesperornithiform	  fossils	  throughout	  the	  Northern	  Hemisphere	  presents	  a	  unique	  opportunity	  to	  analyze	  the	  evolution,	  biology,	  and	  ecology	  of	  these	  birds	  through	  space	  and	  time.	  The	  Campanian	  North	  American	  biogeographic	  distribution	  is	  particularly	  well-­‐documented,	  and	  permits	  comparisons	  within	  and	  among	  taxa	  along	  a	  latitudinal	  gradient.	  Research	  conducted	  during	  the	  course	  of	  this	  project	  includes	  analysis	  of	  body	  size	  evolution	  (Chapter	  2),	  trophic	  ecology	  (Chapter	  3),	  and	  bone	  growth	  dynamics	  (Chapter	  5)	  of	  Western	  Interior	  Seaway	  hesperornithiforms.	  These	  analyses	  are	  placed	  within	  the	  context	  of	  paleoclimatic	  and	  paleoecological	  differences	  between	  mid	  and	  high	  latitude	  environments.	  Late	  Cretaceous	  ecosystems	  evolved	  under	  greenhouse	  conditions,	  with	  warm,	  equable	  seas,	  more	  temperate	  poles,	  no	  polar	  ice	  caps,	  and	  a	  shallower	  latitudinal	  temperature	  gradient	  (Figure	  2;	  Hay	  et	  al.,	  1993;	  Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Hay,	  1995;	  Amiot	  et	  al.,	  2004;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  Davies	  et	  al.,	  2009);	  these	  conditions	  were	  decidedly	  different	  from	  those	  faced	  by	  modern	  ecosystems.	  However,	  Cretaceous	  organisms	  in	  high	  latitude	  environments	  were	  still	  subject	  to	  polar	  light	  regimes	  (including	  24	  hours	  of	  darkness	  during	  the	  winter),	  and	  there	  is	  evidence	  that	  strong	  seasonality	  and	  below-­‐freezing	  winter	  temperatures	  were	  features	  of	  polar	  environments	  despite	  overall	  higher	  mean	  annual	  temperatures	  (Wolfe	  and	  Upchurch,	  1987;	  Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Amiot	  et	  al.,	  2004;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  Davies	  et	  al.,	  2009).	  Evidence	  from	  a	  Campanian	  
	   6	  
Arctic	  ecosystem	  (Chin	  et	  al.,	  2008)	  suggests	  that	  food	  webs	  were	  shortened	  at	  high	  latitudes,	  similar	  to	  modern	  polar	  marine	  systems.	  However,	  what	  these	  distinctive	  environmental	  conditions	  meant	  for	  the	  growth,	  behavior,	  and	  ecological	  roles	  of	  Late	  Cretaceous	  organisms,	  and	  how	  high	  latitude	  organisms	  differed	  from	  similar	  organisms	  living	  at	  lower	  latitudes,	  is	  still	  unclear.	  	  
Table	  1.	  Taxonomy	  and	  distribution	  of	  known	  Hesperornithiformes	  specimens.	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To	  analyze	  the	  paleobiology,	  paleoecology,	  and	  evolution	  of	  hesperornithiforms	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway,	  this	  research	  takes	  a	  multidisciplinary	  approach,	  drawing	  on	  anatomical,	  biogeographic,	  and	  osteohistologic	  data.	  Morphological	  evidence	  is	  used	  to	  describe	  two	  new	  high	  latitude	  hesperornithiform	  occurrences	  (Chapters	  2,	  3),	  and	  anatomical	  comparisons	  are	  the	  foundation	  for	  analyzing	  hesperornithiform	  body	  size	  evolution	  along	  the	  WIS	  (Chapter	  2).	  Scanning	  electron	  microscopy	  of	  Hesperornis	  teeth	  adds	  a	  new	  perspective	  for	  exploring	  the	  trophic	  ecology	  of	  Arctic	  populations	  (Chapter	  3),	  and	  offers	  the	  first	  avian	  dental	  microwear	  study.	  Bone	  histology	  is	  analyzed	  to	  determine	  the	  ontogenetic	  stage	  of	  Hesperornis	  specimens	  (Chapters	  3,	  5),	  as	  well	  as	  the	  effects	  of	  environmental	  and	  behavioral	  factors	  on	  the	  bone	  microstructure	  of	  
Hesperornis	  (Chapter	  5).	  Furthermore,	  consideration	  of	  modern	  analogs	  is	  important	  in	  all	  analyses.	  Comparisons	  to	  modern	  pygoscelid	  penguins	  are	  particularly	  relevant	  in	  interpreting	  microstructure	  patterns	  in	  Hesperornis	  bones	  (Chapters	  4,	  5).	  Although	  penguins	  are	  not	  ideal	  functional	  analogs	  for	  hesperornithiforms	  (because	  penguins	  are	  wing-­‐propelled	  divers	  and	  hesperornithiforms	  were	  foot-­‐propelled	  divers),	  they	  are	  considered	  good	  ecological	  analogs,	  given	  the	  range	  of	  body	  sizes	  and	  environments	  inhabited	  by	  various	  species	  of	  these	  extant	  and	  extinct	  seabird	  clades	  (Galton	  and	  Martin,	  2002).	  Thus,	  pygoscelid	  penguins	  (Adélies,	  Gentoos,	  and	  Chinstraps)	  present	  model	  organisms	  for	  analyzing	  the	  effects	  of	  environment	  and	  behavior	  on	  bone	  growth	  (Chapters	  4,	  5).	  	  Surprisingly	  few	  comprehensive	  studies	  of	  hesperornithiform	  paleobiology	  and	  paleoecology	  have	  been	  undertaken,	  despite	  their	  good	  fossil	  record,	  taxonomic	  diversity,	  biogeographic	  distribution,	  and	  specialized	  adaptations	  to	  a	  flightless,	  pursuit-­‐diving	  lifestyle.	  To	  date,	  most	  studies	  of	  these	  birds	  have	  focused	  on	  describing	  new	  specimens,	  with	  limited	  commentary	  on	  functional	  adaptations	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Martin	  and	  Naples,	  2008),	  behavior	  (Rees	  and	  Lindgren,	  2005),	  or	  biogeographic	  distribution	  (Martin	  and	  Lim,	  2002).	  Consequently,	  this	  project	  is	  designed	  to	  analyze	  hesperornithiform	  birds	  within	  a	  larger	  paleoecological	  context	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to	  better	  understand	  how	  they	  adapted	  to	  various	  environments	  up	  and	  down	  the	  Late	  Cretaceous	  Western	  Interior	  Seaway	  of	  North	  America.	  	  This	  research	  not	  only	  provides	  a	  foundation	  for	  future	  work	  studying	  the	  evolution,	  biology,	  and	  ecology	  of	  these	  birds,	  but	  will	  help	  shed	  light	  on	  ancient	  marine	  ecosystems,	  especially	  in	  view	  of	  the	  usefulness	  of	  seabird	  communities	  in	  reflecting	  modern	  oceanographic	  factors	  (e.g.,	  Boersma,	  1978,	  2008;	  Croxall	  et	  al.,	  2002;	  Weichler	  et	  al.,	  2004;	  Ainley	  et	  al.,	  2005).	  Finally,	  understanding	  the	  paleobiology	  of	  extinct	  organisms	  that	  populated	  high	  latitude	  greenhouse	  environments	  is	  relevant	  considering	  recent	  global	  warming	  trends.	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CHAPTER	  II	  
	  
	  
A	  HIGH	  LATITUDE	  HESPERORNITHIFORM	  (AVES)	  FROM	  DEVON	  ISLAND:	  
PALAEOBIOGEOGRAPHY	  AND	  SIZE	  DISTRIBUTION	  OF	  NORTH	  AMERICAN	  
HESPERORNITHIFORMS	  
	  
Abstract	  	   A	  new	  hesperornithiform	  bird	  specimen	  from	  Devon	  Island	  in	  the	  Canadian	  High	  Arctic	  is	  represented	  by	  three	  cervical	  vertebrae,	  and	  is	  assigned	  to	  Canadaga	  arctica.	  The	  new	  Devon	  Island	  specimen	  is	  only	  the	  second	  occurrence	  of	  C.	  arctica	  and	  corresponds	  in	  morphology	  and	  size	  to	  the	  type	  specimen	  from	  Bylot	  Island,	  also	  in	  the	  High	  Arctic.	  This	  new	  fossil	  adds	  to	  the	  record	  of	  North	  American	  hesperornithiforms,	  which	  had	  a	  well-­‐documented	  Arctic	  presence.	  Body	  size	  comparisons	  of	  all	  North	  American	  specimens	  from	  the	  Campanian	  reveal	  that	  the	  largest	  known	  hesperornithiforms	  were	  from	  high	  latitudes,	  but	  otherwise	  no	  clear	  correlation	  between	  body	  size	  and	  latitude	  is	  apparent.	  The	  largest	  hesperornithiforms	  (Canadaga	  arctica	  and	  Heperornis	  regalis)	  are	  found	  at	  the	  highest	  latitudes,	  while	  the	  smallest	  forms	  (Baptornis	  advenus	  and	  Parahesperornis	  
alexi)	  are	  found	  in	  the	  southern	  extent	  of	  the	  birds’	  range.	  Coniornis	  (a	  medium	  body-­‐sized	  genus)	  is	  only	  found	  in	  the	  middle	  of	  the	  range.	  No	  size	  trends	  are	  discernable	  within	  the	  genus	  Hesperornis	  or	  within	  the	  species	  H.	  regalis.	  The	  presence	  of	  large	  hesperornithiforms	  at	  high	  latitudes	  may	  indicate	  that	  either	  strong	  seasonal	  distribution	  of	  resources	  contributed	  to	  larger	  body	  sizes	  at	  higher	  latitudes,	  or	  Campanian	  thermal	  gradients	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway	  were	  significant	  enough	  to	  affect	  body	  size	  for	  thermoregulatory	  reasons	  (sensu	  Bergmann’s	  rule).	  The	  absence	  of	  body	  size	  trends	  within	  mid-­‐latitude	  Hesperornis	  specimens	  suggests	  that	  the	  climatic	  gradient	  in	  the	  southern	  portion	  of	  the	  Seaway	  was	  not	  strong	  enough	  to	  force	  morphological	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evolutionary	  responses,	  or	  that	  character	  displacement,	  migration	  and/or	  other	  factors	  affected	  body	  size.	  Additionally,	  sample	  size	  and	  the	  inherent	  problems	  of	  an	  incomplete	  fossil	  record	  must	  be	  considered.	  	  
	  
Introduction	  	   Hesperornithiforms,	  a	  group	  of	  extinct	  flightless	  marine	  birds,	  have	  a	  diverse	  fossil	  record	  that	  spans	  a	  broad	  geographic	  range,	  particularly	  in	  North	  America	  (Figure	  3).	  	  In	  the	  Late	  Cretaceous	  Campanian,	  the	  North	  American	  fossil	  record	  of	  these	  birds	  extended	  from	  Arkansas	  to	  the	  High	  Arctic	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway	  (WIS)	  and	  includes	  five	  genera	  described	  to	  date	  (Hesperornis,	  Canadaga,	  Coniornis,	  Baptornis,	  Parahesperornis;	  see	  Results	  section	  for	  discussion	  of	  
Coniornis	  altus	  nomenclature).	  The	  fossil	  distribution	  and	  diversity	  of	  these	  taxa	  are	  matched	  by	  few	  other	  Mesozoic	  bird	  clades	  and	  present	  a	  unique	  opportunity	  for	  comparisons	  along	  a	  palaeolatitudinal	  gradient.	  Here	  we	  describe	  the	  second	  occurrence	  of	  the	  hesperornithiform	  
Canadaga	  arctica	  from	  the	  Canadian	  High	  Arctic	  and	  analyze	  the	  size	  distribution	  of	  hesperornithiform	  birds	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway	  during	  the	  Campanian.	  Specifically,	  we	  explore	  whether	  the	  distribution	  patterns	  of	  specimens	  shed	  light	  on	  hesperornithiform	  palaeobiology.	  	   The	  latitudinal	  distribution	  of	  hesperornithiform	  birds	  along	  the	  WIS	  is	  of	  particular	  interest	  because	  Cretaceous	  greenhouse	  conditions	  were	  markedly	  different	  from	  modern	  ecosystems.	  Various	  proxies	  and	  models	  indicate	  that	  the	  Campanian	  was	  not	  only	  warmer	  than	  today	  but	  had	  no	  more	  than	  a	  moderate	  thermal	  gradient	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway.	  	  Ocean	  temperatures	  from	  isotopic	  analysis	  of	  carbonate	  sediments	  in	  the	  Early	  Campanian	  Gulf	  of	  Mexico	  suggest	  sea	  surface	  temperatures	  (SST)	  were	  around	  22	  to	  24ºC	  (Liu,	  2009).	  	  SSTs	  were	  likely	  even	  higher	  in	  the	  relatively	  shallow	  WIS	  than	  in	  the	  Gulf	  of	  Mexico	  (Tourtelot	  and	  Rye,	  1969).	  	  These	  low	  to	  mid	  latitude	  temperature	  values	  can	  be	  compared	  with	  estimates	  of	  SSTs	  and	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palaeoenvironmental	  conditions	  proposed	  for	  the	  Campanian	  Arctic	  Ocean.	  	  Jenkyns	  et	  al.	  (2004)	  calculated	  a	  SST	  of	  15ºC	  at	  85ºN,	  though	  subsequent	  studies	  using	  the	  same	  palaeothermometer	  (TEX86)	  indicate	  that	  this	  temperature	  proxy	  likely	  represents	  maximum	  summer	  SST	  (Sluijs	  et	  al.,	  2006).	  Even	  if	  the	  annual	  SST	  of	  the	  Arctic	  in	  the	  Campanian	  was	  ~10ºC	  (see	  Hay	  et	  al.,	  1993),	  the	  estimated	  Arctic	  to	  lower	  latitude	  SST	  gradient	  in	  the	  Campanian	  of	  ~13ºC	  was	  still	  much	  less	  than	  the	  current	  gradient	  of	  ~23ºC	  (Huber	  et	  al.,	  1995).	  Nevertheless,	  organisms	  in	  high	  latitude	  environments	  were	  subject	  to	  polar	  light	  regimes,	  and	  there	  is	  evidence	  that	  seasonality	  (Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  Davies	  et	  al.,	  2009)	  and	  below-­‐freezing	  winter	  temperatures	  (Wolfe	  and	  Upchurch,	  1987;	  Amiot	  et	  al.,	  2004;	  Davies	  et	  al.,	  2009)	  were	  characteristics	  of	  high	  latitudes,	  despite	  higher	  mean	  annual	  temperatures	  (MAT).	  	  
	  
Figure	  3.	  Map	  of	  North	  America	  in	  the	  Campanian	  (~75	  Ma)	  showing	  the	  distribution	  of	  hesperornithiform	  genera	  in	  the	  Western	  Interior	  Seaway	  and	  Arctic	  Ocean.	  	  Solid	  shapes	  denote	  adult	  specimens	  and	  unfilled	  shapes	  denote	  juvenile	  specimens.	  See	  Appendix	  for	  size	  measurements	  and	  references;	  map	  modified	  from	  Blakey	  (2005b).	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Even	  with	  diminished	  temperature	  clines,	  palaeobiogeographic	  studies	  reveal	  distinct	  invertebrate	  and	  vertebrate	  biogeographic	  provinces	  along	  the	  WIS,	  likely	  controlled	  by	  oceanographic	  parameters	  such	  as	  temperature	  and	  salinity	  (Kauffman,	  1984;	  Nicholls	  and	  Russell,	  1990).	  	  As	  noted	  by	  Nicholls	  &	  Russell	  (1990),	  physical	  differences	  between	  water	  masses	  along	  the	  WIS	  and	  Tethys	  likely	  influenced	  the	  distribution	  of	  hesperornithiform	  birds.	  Martin	  &	  Lim	  (2002)	  suggested	  that	  North	  American	  hesperornithiforms	  fell	  into	  ‘southern’	  and	  ‘northern’	  faunal	  regions	  based	  on	  differences	  in	  functional	  diving	  adaptations,	  but	  no	  causes	  for	  such	  morphological	  distinctions	  are	  proposed.	  With	  a	  growing	  record	  of	  hesperornithiforms	  from	  high	  latitudes	  and	  the	  continued	  collection	  of	  specimens	  from	  mid	  latitude	  deposits,	  we	  can	  begin	  to	  analyze	  the	  hesperornithiform	  fossil	  record	  for	  trends	  in	  body	  size	  variability	  and	  palaeobiological	  implications	  of	  their	  geographic	  distribution.	  	   Several	  ecogeographic	  ‘rules’	  have	  been	  proposed	  to	  explain	  morphological	  differences	  within	  and	  among	  species	  with	  regards	  to	  geographic	  distribution.	  One	  of	  the	  more	  notable	  is	  Bergmann’s	  rule	  (Bergmann,	  1847;	  see	  also	  James,	  1970),	  which	  originally	  stated	  that	  larger	  organisms	  will	  be	  found	  at	  higher	  latitudes,	  as	  lower	  surface	  area	  to	  volume	  ratios	  conserve	  body	  heat.	  Subsequent	  researchers	  have	  argued	  the	  applicability	  of	  Bergmann’s	  rule	  to	  various	  taxonomic	  levels	  (interspecific	  versus	  intraspecific	  variation)	  and	  debated	  which	  mechanisms	  drive	  body	  size	  change	  (see	  Blackburn	  et	  al.,	  1999;	  Meiri	  and	  Dayan,	  2003	  for	  reviews).	  To	  date,	  there	  is	  no	  consensus	  on	  either	  the	  appropriate	  taxonomic	  level	  of	  analysis	  or	  causative	  driving	  mechanism.	  Some	  of	  the	  mechanisms	  proposed	  to	  explain	  large	  body	  size	  at	  high	  latitudes	  include	  the	  following:	  conservation	  of	  heat	  by	  larger-­‐bodied	  organisms	  through	  lower	  surface	  to	  volume	  ratios;	  increased	  dispersal	  ability	  with	  larger	  body	  size,	  allowing	  colonization	  of	  higher	  latitudes;	  increased	  starvation	  resistance	  with	  larger	  body	  size;	  a	  connection	  between	  body	  size	  and	  the	  duration	  of	  seasonal	  resource	  availability;	  and	  linkage	  of	  body	  size	  with	  another	  (as	  yet	  unknown)	  character	  under	  selective	  pressure	  (see	  Blackburn	  et	  al.,	  1999).	  Alternately,	  character	  displacement	  is	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another	  mechanism	  recognized	  as	  affecting	  the	  geographic	  distribution	  of	  body	  size	  in	  some	  taxa	  (e.g.,	  Brown	  and	  Wilson,	  1956;	  McNab,	  1971;	  Strong	  et	  al.,	  1979;	  Grant	  and	  Grant,	  2006)	  but	  is	  not	  specifically	  tied	  to	  latitude.	  Brown	  &	  Wilson	  (1956)	  observed	  that	  when	  morphologically	  similar	  animals	  coexist,	  they	  are	  more	  morphologically	  distinct	  where	  their	  ranges	  overlap,	  as	  this	  reduces	  competition.	  Morphological	  differences	  are	  not	  as	  extreme	  in	  non-­‐overlapping	  portions	  of	  their	  range.	  	   The	  applicability	  of	  Bergmann’s	  rule	  and	  character	  displacement	  to	  modern	  flightless	  marine	  birds	  is	  relevant	  to	  studying	  hesperornithiforms.	  Extensive	  studies	  of	  extant	  birds	  have	  looked	  primarily	  at	  volant	  taxa	  and	  found	  mixed	  results	  for	  correlations	  between	  body	  size	  and	  latitude	  (or	  temperature)	  within	  and	  between	  species,	  but	  many	  authors	  have	  concluded	  that	  the	  overall	  presence	  of	  a	  pattern	  is	  valid	  for	  birds	  in	  general	  (see	  Ashton,	  2002;	  Meiri	  and	  Dayan,	  2003	  for	  reviews).	  Body	  sizes	  of	  flightless	  marine	  birds,	  specifically	  penguins	  (Stonehouse,	  1969,	  1970;	  Stahel	  and	  Nicol,	  1982;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990)	  and	  the	  great	  auk	  (Burness	  and	  Montevecchi,	  1992),	  have	  also	  been	  studied	  with	  mixed	  results.	  For	  example,	  correlations	  between	  body	  size	  and	  latitude/temperature	  have	  been	  found	  in	  some	  penguin	  species	  and	  genera,	  but	  this	  pattern	  does	  not	  characterize	  the	  entire	  family	  (Stonehouse,	  1969,	  1970).	  Some	  studies	  have	  also	  shown	  that	  body	  sizes	  of	  marine	  birds	  may	  be	  more	  appropriately	  correlated	  with	  sea	  surface	  temperature	  than	  ambient	  mean	  annual	  temperature	  (Stahel	  and	  Nicol,	  1982;	  Burness	  and	  Montevecchi,	  1992).	  	  	  	   Studies	  of	  body	  size	  distribution	  in	  the	  fossil	  record	  have	  generally	  focused	  on	  interspecific	  body	  size	  change	  with	  temperature	  change	  through	  time	  (e.g.,	  Bown	  et	  al.,	  1994;	  Wilson,	  2005;	  Clarke	  et	  al.,	  2007),	  rather	  than	  across	  a	  latitudinal	  gradient.	  Furthermore,	  most	  analyses	  of	  ecological	  rules	  in	  extinct	  animals	  have	  been	  limited	  to	  mammals,	  which	  have	  a	  much	  more	  robust	  fossil	  record.	  	  As	  in	  the	  modern	  record,	  these	  studies	  have	  produced	  mixed	  results.	  Wilson	  (2005)	  and	  Bown	  et	  al.	  (1994)	  found	  body	  size	  in	  Cretaceous	  and	  Eocene	  mammals,	  respectively,	  to	  be	  negatively	  correlated	  with	  MAT	  (i.e.	  larger-­‐bodied	  taxa/populations	  were	  more	  prevalent	  in	  times	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of	  cooler	  mean	  annual	  temperature),	  a	  trend	  supporting	  Bergmann’s	  rule.	  In	  another	  study,	  Clarke	  
et	  al.	  (2007)	  concluded	  that	  giant	  penguin	  evolution	  was	  not	  correlated	  with	  either	  temperature	  or	  latitude,	  after	  discovering	  Eocene	  giant	  penguin	  fossils	  in	  equatorial	  regions	  (contra	  Baker	  et	  al.,	  2006).	  Taking	  an	  alternate	  approach,	  Dayan	  et	  al.	  (1991)	  found	  competition-­‐driven	  character	  displacement	  rather	  than	  climate	  to	  be	  the	  major	  force	  behind	  the	  geographic	  distribution	  of	  body	  size	  in	  different	  mammalian	  carnivore	  groups.	  Because	  bird	  bones	  are	  so	  rare	  in	  the	  fossil	  record,	  the	  hesperornithiform	  fossil	  record	  provides	  the	  first	  opportunity	  to	  look	  at	  body	  size	  change	  in	  a	  Mesozoic	  avian	  clade	  across	  a	  latitudinal	  gradient.	  	  
Materials	  and	  methods	  
Fossil	  material	  	   This	  study	  describes	  new	  hesperornithiform	  material	  from	  the	  Canadian	  Arctic	  and	  incorporates	  these	  bones	  into	  a	  dataset	  of	  skeletal	  element	  size	  measurements	  from	  previously	  discovered	  specimens	  (Appendix	  A).	  Hesperornithiform	  specimens	  analyzed	  are	  limited	  to	  the	  Late	  Cretaceous	  Campanian	  of	  North	  America,	  and	  femur,	  tarsometatarsus,	  and	  vertebral	  centrum	  length	  are	  used	  as	  proxies	  for	  body	  size	  and	  compared	  across	  taxa.	  Measurements	  were	  obtained	  from	  museum	  collections	  and	  the	  literature;	  specimens	  without	  a	  citation	  were	  measured	  for	  this	  study	  by	  the	  senior	  author	  or	  museum	  collection	  managers	  and	  curators.	  Measurements	  of	  juvenile	  specimens	  are	  included	  in	  the	  Appendix,	  but	  those	  noted	  as	  juveniles	  or	  possible	  juveniles	  were	  not	  included	  in	  the	  body	  size	  analysis	  results	  or	  discussion.	  
	  
Stratigraphic	  and	  temporal	  correlation	  	   As	  with	  any	  paleontological	  study,	  the	  temporal	  setting	  of	  specimens	  analyzed	  must	  be	  addressed.	  Although	  all	  of	  the	  specimens	  used	  in	  this	  study	  have	  been	  collected	  from	  Campanian	  sediments,	  many	  of	  the	  fossil-­‐bearing	  formations	  in	  WIS	  stratigraphic	  sequences	  have	  poor	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temporal	  resolution.	  	  A	  large	  number	  of	  hesperornithiform	  fossils	  have	  been	  collected	  from	  the	  Smoky	  Hill	  Member	  of	  the	  Niobrara	  Chalk	  in	  Kansas	  and	  the	  Sharon	  Springs	  Member	  of	  the	  Pierre	  Shale	  in	  South	  Dakota.	  While	  the	  Sharon	  Springs	  Member	  overlies	  the	  Smoky	  Hill	  Member,	  both	  are	  time-­‐transgressive	  and	  represent	  slightly	  different	  times	  in	  different	  geographic	  regions	  (Gill	  and	  Cobban,	  1973;	  Carpenter,	  2003).	  Martin	  &	  Varner	  (1992)	  consider	  the	  upper	  Niobrara	  Chalk	  and	  lower	  Pierre	  Shale	  deposition	  in	  South	  Dakota	  to	  be	  coeval	  with	  upper	  Smoky	  Hill	  Member	  deposition	  in	  Kansas.	  Likewise,	  in	  Manitoba,	  the	  Vermillion	  River	  Formation	  as	  used	  by	  Bardack	  (1968)	  and	  Wickenden	  (1945)	  is	  thought	  to	  correlate	  with	  the	  Niobrara-­‐Pierre	  Shale	  sequence	  (Bamburak	  and	  Nicholas,	  2009),	  and	  brown	  shales	  in	  the	  Northwest	  Territories	  are	  considered	  to	  be	  coeval	  with	  the	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas	  (Russell,	  1967)	  and	  the	  Pierre	  Shale	  of	  South	  Dakota	  (Martin	  and	  Lim,	  2002).	  Other	  hesperornithiform	  specimens	  from	  the	  Judith	  River	  Formation	  in	  Montana	  and	  Saskatchewan,	  the	  Kanguk	  Formation	  in	  the	  Canadian	  Arctic,	  and	  the	  Foremost	  Formation	  in	  Alberta	  lack	  good	  stratigraphic	  resolution,	  but	  can	  all	  be	  dated	  to	  at	  least	  the	  Campanian.	  Because	  so	  many	  environmental	  factors	  are	  thought	  to	  relate	  to	  body	  size	  evolution,	  reducing	  the	  temporal	  window	  of	  the	  analysis	  strengthens	  the	  applicability	  of	  climate-­‐dependent	  hypotheses.	  	  
Bergmann’s	  rule	  	   Due	  to	  small	  sample	  sizes	  and	  some	  taxonomic	  uncertainty,	  this	  study	  qualitatively	  looks	  for	  body	  size	  distribution	  patterns	  interspecifically	  and	  intraspecifically	  (within	  H.	  regalis)	  independent	  of	  mechanism.	  Fossil	  specimens	  are	  compared	  along	  a	  latitudinal	  gradient	  where	  latitude	  is	  used	  as	  a	  rough	  proxy	  for	  temperature.	  The	  representation	  of	  hesperornithiform	  specimens	  by	  isolated	  bones	  (especially	  at	  high	  latitudes)	  poses	  limitations	  on	  analysis,	  so	  it	  is	  important	  to	  consider	  how	  skeletal	  elements	  scale	  within	  a	  single	  individual	  and	  between	  species	  (i.e.	  how	  the	  relative	  sizes	  of	  tarsometatarsi	  and	  cervical	  vertebrae	  from	  small	  hesperornithiform	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species	  compare	  to	  those	  from	  larger	  species).	  Figure	  4	  shows	  that	  appendicular	  and	  axial	  bones	  scale	  relatively	  consistently	  among	  hesperornithiform	  species,	  suggesting	  that	  the	  relative	  sizes	  of	  various	  skeletal	  elements	  from	  different	  species	  can	  be	  reasonably	  compared.	  
	  
Figure	  4.	  Graph	  illustrating	  the	  scaling	  of	  axial	  and	  appendicular	  skeletal	  elements	  from	  different	  hesperornithiform	  species.	  	  Also	  note	  trends	  in	  size	  of	  different	  genera	  -­‐	  Baptornis	  and	  
Parahesperornis	  are	  southern	  genera,	  and	  are	  smaller	  than	  Hesperornis,	  which	  has	  a	  larger	  range.	  	  H.	  
chowi	  is	  a	  hesperornithiform	  from	  the	  middle	  of	  the	  mid-­‐latitude	  geographic	  range	  and	  has	  a	  larger	  body	  size	  than	  the	  more	  southern	  taxa.	  	  
Institutional	  abbreviations	  CMN:	  Canadian	  Museum	  of	  Nature	  (also	  referenced	  as	  NMC),	  Ottawa,	  Canada;	  FHKSC:	  Fort	  Hays	  Kansas	  State	  Museum	  (also	  referenced	  as	  FHSM),	  Hays,	  USA;	  FMNH:	  Field	  Museum	  of	  Natural	  History	  (also	  referenced	  as	  FM),	  Chicago,	  USA;	  KUVP:	  Kansas	  University,	  Vertebrate	  Paleontology,	  Museum	  of	  Natural	  History,	  Lawrence,	  USA;	  LACM:	  Los	  Angeles	  County	  Museum,	  Los	  Angeles,	  USA;	  MMMN:	  Manitoba	  Museum	  of	  Man	  and	  Nature	  (now	  the	  Manitoba	  Museum),	  Winnipeg,	  Canada;	  NUVF:	  Nunavut	  vertebrate	  Fossil	  collection	  (housed	  at	  CMN),	  Ottawa,	  Canada;	  PU:	  Princeton	  University	  (now	  housed	  at	  YPM),	  New	  Haven,	  USA;	  SMNH:	  Royal	  Saskatchewan	  Museum	  of	  Natural	  History	  (also	  referenced	  as	  RSM),	  Regina,	  Canada;	  UALVP:	  University	  of	  Alberta	  Laboratory	  of	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Vertebrate	  Palaeontology	  (also	  referenced	  as	  UA),	  Edmonton,	  Canada;	  UCMP:	  University	  of	  California	  Museum	  of	  Paleontology,	  Berkeley,	  USA;	  USNM:	  United	  States	  National	  Museum,	  Smithsonian	  Institution,	  Washington	  D.C.,	  USA;	  YPM:	  Yale	  Peabody	  Museum,	  New	  Haven,	  USA	  	  
Systematic	  paleontology	  Hesperornithiformes	  (Fürbringer,	  1888)	  	  Hesperornithidae	  (Marsh,	  1872)	  	  
Canadaga	  (Hou,	  1999)	  
Canadaga	  arctica	  (Hou,	  1999	  )	  (Figure	  5)	  	  
Holotype	  CMN	  41050:	  cervical	  vertebrae	  15,	  16,	  17	  (Hou,	  1999)	  	  
Newly	  referred	  specimen	  NUVF	  284:	  cervical	  vertebrae	  16,	  17,	  18	  	   	  
Diagnosis	  A	  large	  hesperornithiform	  bird	  described	  from	  cervical	  vertebrae	  that	  each	  have	  the	  following	  characteristics:	  large,	  deep	  concavitas	  lateralis;	  large	  hyapophysis;	  presence	  of	  a	  fovea	  between	  the	  costal	  process	  and	  centrum	  (Hou,	  1999).	  	  
Occurrence	  NUVF	  284	  was	  recovered	  from	  the	  Late	  Cretaceous	  Kanguk	  Formation	  at	  Eidsbotn	  graben	  on	  Devon	  Island,	  Nunavut	  in	  the	  Canadian	  High	  Arctic.	  At	  this	  site,	  the	  Kanguk	  Formation	  includes	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glaucony	  sandstones	  and	  marine	  mudstones,	  and	  is	  conformably	  overlain	  by	  the	  terrestrial	  Expedition	  Fiord	  Formation.	  NUVF	  284	  was	  collected	  from	  nearshore	  glauconitic	  sediments	  (see	  Chin	  et	  al.,	  2008).	  
	  
Figure	  5.	  (A)	  Ventral	  and	  (B)	  dorsal	  view	  of	  NUVF	  284.	  Anterior	  is	  to	  the	  left.	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Description	  Elements	  from	  the	  new	  specimen	  (NUVF	  284;	  Figure	  5)	  are	  identified	  as	  vertebrae	  16-­‐18	  based	  on	  comparisons	  with	  Hesperornis	  regalis	  (Marsh,	  1880)	  and	  C.	  arctica	  (Hou,	  1999).	  	  Vertebrae	  17	  and	  18	  are	  articulated,	  while	  vertebra	  16	  is	  partially	  disarticulated	  and	  rotated.	  All	  three	  centra	  are	  complete,	  but	  the	  postzygapophyses	  are	  missing	  on	  vertebra	  18,	  and	  the	  left	  prezygapophysis	  is	  missing	  on	  vertebra	  16	  (Figure	  5).	  	  The	  transverse	  processes	  and	  ventral	  processes	  are	  partially	  preserved,	  and	  the	  neural	  spines	  are	  missing	  from	  all	  three	  vertebrae.	  Measurements	  of	  distinct	  anatomical	  features	  are	  found	  in	  Table	  2.	  
Table	  2.	  Measurements	  of	  vertebrae	  16,	  17,	  and	  18	  of	  NUVF	  284,	  a	  new	  referred	  specimen	  of	  
Canadaga	  arctica	  from	  Devon	  Island,	  Nunavut.	  	  
	  	   NUVF	  284	  shares	  the	  defining	  characteristics	  of	  C.	  arctica	  as	  described	  by	  Hou	  (1999),	  including	  a	  large,	  deep	  concavitas	  lateralis	  occupying	  the	  majority	  of	  the	  lateral	  portion	  of	  the	  centrum	  and	  a	  fovea	  between	  the	  rib	  articulation	  and	  the	  centrum	  at	  the	  base	  of	  the	  transverse	  process	  (Figure	  5).	  Hou	  (1999)	  states	  that	  the	  presence	  of	  the	  cavity	  at	  the	  base	  of	  the	  transverse	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process	  marks	  the	  genus	  Canadaga	  as	  distinct	  from	  other	  hesperornithiform	  genera.	  Additionally,	  NUVF	  284	  is	  similar	  in	  size	  to	  the	  type	  specimen	  and	  is	  larger	  than	  H.	  regalis	  (Table	  2).	  	  
Results	  	   Although	  some	  hesperornithiform	  specimens	  do	  appear	  to	  show	  a	  general	  trend	  with	  smaller	  genera	  found	  in	  mid	  latitude	  sediments	  and	  larger	  genera	  from	  high	  latitudes,	  plots	  of	  all	  skeletal	  elements	  included	  in	  this	  study	  do	  not	  show	  a	  conclusive	  correlation	  between	  latitude	  and	  body	  size	  (Figure	  6A-­‐F).	  Canadaga,	  a	  genus	  only	  reported	  from	  the	  High	  Arctic,	  does	  have	  the	  largest	  centrum	  size	  of	  any	  known	  hesperornithiform	  (Hou,	  1999;	  this	  study)	  and	  is	  found	  furthest	  north,	  whereas	  Parahesperornis,	  a	  much	  smaller	  species,	  is	  only	  found	  in	  the	  southern-­‐most	  extent	  of	  the	  known	  range	  of	  these	  birds	  (Martin,	  1984;	  Bell	  and	  Everhart,	  2009).	  Baptornis	  is	  another	  small	  hesperornithiform	  known	  from	  specimens	  from	  the	  southern	  mid-­‐latitudes	  (Martin	  and	  Tate,	  1967;	  Martin	  and	  Bonner,	  1977;	  though	  one	  poorly	  preserved	  specimen	  was	  found	  in	  Alberta;	  Tokaryk	  and	  Harington,	  1992),	  while	  Coniornis,	  a	  mid-­‐sized	  hesperornithiform,	  is	  found	  only	  in	  the	  middle	  of	  the	  geographic	  range	  for	  these	  birds	  (Figure	  3;	  Marsh,	  1893;	  Shufeldt,	  1915).	  The	  largest	  
H.	  regalis	  specimen	  is	  also	  found	  at	  high	  latitudes	  (Russell,	  1967).	  Note	  that	  after	  Marsh	  (1893)	  originally	  described	  C.	  altus,	  Shufeldt	  (1915)	  reported	  a	  vertebra	  from	  near	  the	  type	  locality	  of	  C.	  
altus,	  and	  concluded	  that	  both	  the	  vertebra	  and	  Marsh’s	  type	  specimen	  should	  be	  assigned	  to	  a	  new	  species	  of	  Hesperornis,	  H.	  montana.	  	  Martin	  (1984)	  refers	  to	  the	  same	  bones	  as	  H.	  altus.	  	  Since	  there	  has	  been	  no	  formal	  synonymy,	  we	  have	  elected	  to	  use	  the	  original	  name.	  Examination	  of	  only	  long	  bones	  (Figure	  6A,B)	  confirms	  the	  presence	  of	  the	  smaller	  genera	  (Baptornis	  and	  Parahesperornis)	  at	  lower	  latitudes	  (assuming	  all	  specimens	  have	  been	  correctly	  assigned),	  but	  illustrates	  that	  some	  of	  the	  smaller	  Hesperornis	  long	  bones	  that	  fall	  in	  the	  Baptornis	  and	  Parahesperornis	  size	  ranges	  are	  from	  higher	  latitudes.	  Vertebral	  centrum	  lengths	  (vertebrae	  16,	  22,	  and	  23;	  Figure	  6C,E,F)	  show	  an	  arguable	  pattern	  with	  larger	  specimens	  found	  in	  higher	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latitudes.	  	  Overall,	  these	  observations	  suggest	  that	  positive	  correlation	  between	  size	  and	  latitude	  only	  holds	  true	  for	  some	  taxa,	  but	  is	  notably	  lacking	  in	  Hesperornis,	  the	  most	  diverse	  genus.	  
	  
Figure	  6.	  Comparisons	  of	  long	  bone	  (A,	  B)	  and	  vertebra	  (C-­‐F)	  length	  measurements	  among	  all	  adult	  hesperornithiform	  specimens.	  	  Note	  that	  the	  y-­‐axis	  is	  not	  to	  scale.	  See	  Appendix	  1	  for	  measurements	  and	  specimen	  numbers.	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Length	  measurements	  of	  specimens	  identified	  to	  the	  genus	  Hesperornis	  show	  no	  correlation	  between	  body	  size	  and	  latitude	  (Figure	  7A,B).	  H.	  crassipes	  and	  H.	  gracilis	  are	  large	  species	  but	  were	  found	  in	  the	  southern	  extent	  of	  the	  hesperornithiform	  range.	  H.	  mengeli	  and	  H.	  macdonaldi	  are	  the	  smallest	  species	  in	  the	  genus	  and	  occurred	  in	  the	  middle	  of	  the	  range.	  H.	  chowi	  and	  H.	  bairdi	  are	  large	  and	  small	  hesperornithiforms,	  respectively,	  and	  were	  found	  in	  the	  same	  deposit	  in	  the	  lower	  half	  of	  the	  geographic	  range.	  	  	  
	  
Figure	  7.	  	  Comparisons	  of	  long	  bone	  length	  measurements	  among	  all	  Hesperornis	  specimens.	  Note	  that	  the	  y-­‐axis	  is	  not	  to	  scale.	  See	  Appendix	  1	  for	  measurements	  and	  specimen	  numbers.	  	  	   Intraspecific	  analysis	  of	  size	  distribution	  is	  only	  possible	  with	  H.	  regalis	  specimens,	  which	  have	  been	  found	  from	  Arkansas	  to	  the	  Arctic	  (e.g.,	  Bryant,	  1983;	  Davis	  and	  Harris,	  1997;	  Hills	  et	  al.,	  1999).	  The	  one	  set	  of	  vertebrae	  that	  can	  be	  compared	  (22nd	  vertebra;	  Figure	  8C)	  shows	  a	  positive	  correlation	  between	  size	  and	  latitude,	  but	  the	  femora	  and	  tarsometatarsi	  show	  no	  correlation	  with	  latitude	  (Figure	  8A,B).	  Although	  the	  largest	  H.	  regalis	  specimen	  is	  from	  the	  northern-­‐most	  limit	  of	  this	  species	  (Northwest	  Territories),	  the	  small	  number	  of	  adult	  specimens	  from	  high	  latitudes	  limits	  intraspecific	  analysis	  through	  the	  northern	  portion	  of	  their	  distribution.	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   Overall,	  the	  plots	  of	  vertebral	  centrum	  lengths	  (Figures	  6C-­‐F,	  8C)	  show	  more	  examples	  of	  positive	  correlation	  between	  size	  and	  latitude	  than	  the	  long	  bone	  plots,	  but	  sample	  sizes	  are	  smaller	  for	  vertebrae	  than	  femora	  and	  tarsometatarsi.	  Thus,	  it	  is	  unclear	  if	  size	  distributions	  of	  vertebrae	  are	  inconclusive	  due	  to	  low	  sample	  size	  or	  if	  they	  reliably	  track	  body	  size	  changes.	  	  
	  
Figure	  8.	  	  Comparison	  of	  long	  bone	  (A,	  B)	  and	  vertebra	  (C)	  length	  measurements	  within	  the	  species	  
Hesperornis	  regalis.	  Note	  that	  the	  y-­‐axis	  is	  not	  to	  scale.	  See	  Appendix	  A	  for	  measurements	  and	  specimen	  numbers.	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Discussion	  
	   The	  new	  occurrence	  of	  Canadaga	  arctica	  (NUVF	  284)	  described	  here	  underscores	  the	  presence	  of	  large	  hesperornithiform	  birds	  at	  high	  latitudes.	  The	  centrum	  lengths	  of	  the	  three	  vertebrae	  of	  NUVF	  284	  are	  1.2	  to	  1.4	  times	  larger	  than	  those	  of	  Hesperornis	  regalis	  (see	  Appendix	  A);	  the	  articulated	  skeleton	  of	  H.	  regalis	  measures	  ~1.8	  m	  (Marsh,	  1880).	  	  Using	  a	  linear	  scaling	  model	  based	  on	  the	  difference	  in	  vertebral	  centrum	  lengths	  between	  NUVF	  284	  and	  H.	  regalis,	  we	  estimate	  that	  this	  high	  latitude	  individual	  would	  have	  measured	  ~2.2	  m	  in	  length.	  	  While	  Figure	  4	  demonstrates	  that	  axial	  and	  appendicular	  bones	  do	  not	  necessarily	  scale	  consistently	  between	  taxa,	  the	  comparison	  between	  C.	  arctica	  and	  H.	  regalis	  vertebrae	  provides	  a	  rough	  estimate	  of	  body	  size	  in	  the	  absence	  of	  other	  skeletal	  elements	  (Figure	  4).	  	  	   The	  large	  size	  of	  Canadaga	  also	  raises	  questions	  about	  the	  identity	  of	  similarly	  sized	  specimens	  from	  Anderson	  River	  (Northwest	  Territories),	  as	  several	  of	  the	  specimens	  identified	  as	  
H.	  regalis	  (Russell,	  1967)	  are	  larger	  than	  the	  more	  southern	  occurrences	  of	  H.	  regalis.	  Martin	  &	  Lim	  (2002)	  proposed	  that	  the	  large	  Anderson	  River	  H.	  regalis	  specimens	  may	  actually	  be	  H.	  chowi,	  a	  large	  mid	  latitude	  species.	  Yet,	  Anderson	  River	  is	  much	  closer	  to	  the	  Arctic	  localities	  of	  C.	  arctica	  than	  it	  is	  to	  the	  South	  Dakota	  localities	  of	  H.	  chowi	  (Figure	  3)	  and	  would	  imply	  a	  less	  pronounced	  range	  extension	  if	  they	  are	  equivalent	  to	  C.	  arctica.	  	  Unfortunately,	  the	  paucity	  of	  identified	  C.	  
arctica	  skeletal	  elements	  prevents	  detailed	  comparisons	  among	  species	  at	  this	  time.	  	  	   Several	  hypotheses	  are	  proposed	  to	  explain	  the	  distribution	  of	  hesperornithiform	  body	  sizes	  relative	  to	  latitude:	  (1)	  The	  presence	  of	  large	  hesperornithiforms	  at	  high	  latitudes	  reflects	  an	  evolutionary	  response	  to	  environmental	  stresses	  or	  climate;	  (2)	  Character	  displacement	  influenced	  body	  size	  distribution	  between	  species,	  particularly	  at	  mid-­‐latitudes	  (Kansas	  to	  southern	  Canada)	  where	  several	  species	  had	  overlapping	  geographic	  ranges;	  (3)	  Latitudinal	  migration	  of	  Hesperornis	  
regalis	  explains	  the	  lack	  of	  intraspecific	  body	  size	  trends;	  or	  (4)	  Multiple	  factors	  account	  for	  correlation	  (or	  lack	  thereof)	  between	  body	  size	  and	  latitude	  in	  hesperornithiform	  birds.	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Environmental	  explanation	  for	  interspecific	  body	  size	  	   Although	  the	  Arctic	  hesperornithiform	  record	  is	  far	  from	  robust,	  the	  high	  latitude	  presence	  of	  the	  largest	  hesperornithiform	  specimens	  (Canadaga	  and	  Hesperornis)	  warrants	  a	  closer	  look	  at	  what	  ecological	  factors	  possibly	  contributed	  to	  large	  birds	  inhabiting	  high	  latitudes.	  Temperature,	  seasonality,	  and	  ecosystem	  structuring	  are	  all	  mechanisms	  proposed	  for	  the	  latitudinal	  size	  differences	  described	  by	  Bergmann’s	  rule.	  If	  the	  presence	  of	  C.	  arctica	  at	  high	  latitudes	  and	  the	  body	  size	  distribution	  of	  some	  hesperornithiforms	  is	  a	  valid	  trend	  consistent	  with	  Bergmann’s	  rule,	  two	  primary	  hypotheses	  can	  be	  made	  focusing	  on	  the	  possible	  environmental	  mechanisms	  forcing	  large	  body	  size	  at	  high	  latitudes.	  (1)	  The	  seasonal	  availability	  of	  resources	  varied	  along	  latitude	  and	  drove	  body	  size	  differences	  in	  some	  taxa.	  (2)	  Although	  Campanian	  equator-­‐to-­‐pole	  temperature	  gradients	  were	  lower	  than	  modern	  gradients	  (Huber	  et	  al.,	  1995;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004),	  temperature	  differences	  between	  mid	  and	  high	  latitudes	  were	  significant	  enough	  to	  force	  size	  differences	  in	  some	  hesperornithiform	  taxa,	  possibly	  for	  thermoregulatory	  reasons.	  	  	   Several	  researchers	  studying	  size	  distribution	  in	  endotherms	  have	  found	  fasting	  endurance	  in	  highly	  seasonal	  environments	  to	  be	  the	  dominant	  mechanism	  controlling	  body	  size	  distribution	  (e.g.,	  Boyce,	  1979;	  Lindstedt	  and	  Boyce,	  1985;	  Murphy,	  1985;	  Millar	  and	  Hickling,	  1990;	  Ashton,	  2002;	  Meiri	  et	  al.,	  2007).	  Larger	  endotherms	  have	  relatively	  lower	  metabolic	  requirements	  and	  larger	  energy	  reserves,	  and	  are	  thus	  better	  equipped	  to	  survive	  unstable	  climates	  or	  periods	  of	  starvation	  when	  resources	  are	  insufficient	  to	  meet	  everyday	  metabolic	  requirements	  (Calder,	  1984;	  Lindstedt	  and	  Boyce,	  1985).	  Even	  with	  warmer	  temperatures	  and	  decreased	  latitudinal	  temperature	  gradients,	  Campanian	  high	  latitude	  environments	  were	  still	  dominated	  by	  polar	  light	  regimes	  and	  significant	  seasonal	  fluctuations	  in	  primary	  production	  (Chin	  et	  al.,	  2008).	  Also,	  there	  is	  growing	  evidence	  for	  winter	  sea	  ice	  formation	  (Otto-­‐Bliesner	  et	  al.,	  2002;	  Davies	  et	  al.,	  2009)	  and	  terrestrial	  evidence	  for	  Arctic	  ambient	  temperatures	  below	  freezing	  (Wolfe	  and	  Upchurch,	  1987;	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Amiot	  et	  al.,	  2004),	  suggesting	  seasonal	  temperature	  oscillation.	  Based	  on	  studies	  demonstrating	  correlation	  between	  large	  body	  size	  and	  seasonality	  in	  extant	  avian	  populations	  (Murphy,	  1985;	  Graves,	  1991;	  Ashton,	  2002),	  it	  is	  reasonable	  to	  hypothesize	  that	  Campanian	  organisms	  in	  higher	  latitude	  environments,	  especially	  C.	  arctica,	  underwent	  evolutionary	  responses	  to	  unstable	  environments	  and	  strong	  seasonal	  pulses	  in	  primary	  production.	  	  	   On	  the	  other	  hand,	  in	  the	  modern	  record,	  some	  marine	  birds	  with	  limited	  or	  no	  flight	  capabilities,	  such	  as	  auks	  (Petersen,	  1976;	  Burness	  and	  Montevecchi,	  1992)	  and	  penguins	  (Stahel	  and	  Nicol,	  1982),	  show	  a	  correlation	  between	  body	  size	  and	  temperature.	  A	  study	  on	  the	  recently	  extinct	  great	  auk	  compared	  populations	  from	  the	  northern	  Atlantic	  and	  revealed	  that	  birds	  from	  the	  northwestern	  Atlantic	  were	  larger	  than	  those	  from	  Scandinavia,	  even	  though	  they	  were	  roughly	  at	  the	  same	  latitude	  (Burness	  and	  Montevecchi,	  1992).	  	  The	  western	  populations	  inhabited	  a	  region	  with	  lower	  SSTs	  than	  the	  eastern	  populations	  and	  the	  authors	  concluded	  that	  sea	  surface	  temperatures	  and	  ecological	  differences	  (mainly	  food	  webs)	  likely	  caused	  body	  size	  differences.	  Similarly,	  the	  geographic	  distribution	  of	  the	  penguins	  in	  the	  genus	  Eudyptula	  has	  been	  correlated	  with	  water	  temperatures,	  possibly	  because	  all	  species	  in	  the	  genus	  are	  small-­‐bodied	  and	  cannot	  tolerate	  low	  water	  temperatures	  (Stahel	  and	  Nicol,	  1982).	  These	  observations	  suggest	  a	  similar	  mechanism	  might	  have	  affected	  the	  size	  distribution	  of	  hesperornithiforms,	  although	  it	  might	  seem	  surprising	  to	  find	  temperature-­‐driven	  body	  size	  differentiation,	  considering	  the	  equable	  Late	  Cretaceous	  greenhouse	  climate.	  Using	  a	  Gulf	  of	  Mexico	  SST	  of	  30ºC	  and	  an	  Arctic	  Ocean	  SST	  of	  10ºC	  for	  the	  Campanian,	  Hay	  et	  al.	  (1993)	  modeled	  a	  moderate,	  step-­‐wise	  temperature	  gradient	  along	  the	  WIS.	  	  For	  perspective,	  this	  is	  the	  same	  thermal	  gradient	  observed	  today	  along	  the	  Eastern	  Seaboard	  of	  the	  United	  States.	  Based	  on	  the	  suggested	  climatic	  differences	  between	  Campanian	  mid	  and	  high	  latitudes,	  it	  is	  possible	  that	  thermal	  gradients	  (MAT	  and/or	  SST)	  in	  the	  Campanian	  may	  have	  driven	  evolutionary	  change	  in	  hesperornithiforms.	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   These	  two	  hypotheses	  focus	  on	  how	  different	  aspects	  of	  Campanian	  Arctic	  environments	  may	  have	  influenced	  hesperornithiform	  body	  size.	  A	  hypothesis	  emphasizing	  seasonal	  differences	  in	  the	  availability	  of	  resources	  implies	  that	  seasonal	  patterns	  of	  primary	  productivity	  in	  the	  Campanian	  Arctic	  were	  significant	  enough	  to	  force	  an	  avian	  evolutionary	  response,	  despite	  the	  equable	  greenhouse	  climate.	  Because	  seasonality	  is	  not	  necessarily	  linked	  to	  latitude	  (Meiri	  et	  al.,	  2007)	  or	  correlated	  only	  with	  winter	  temperature	  (Murphy,	  1985),	  seasonality	  as	  a	  mechanism	  for	  large	  body	  size	  is	  not	  as	  dependent	  on	  low	  MAT	  in	  high	  latitudes	  as	  is	  thermoregulation.	  Many	  studies	  have	  rejected	  thermoregulation	  as	  a	  mechanism	  influencing	  body	  size	  in	  endotherms,	  given	  the	  tendency	  for	  increased	  insulation	  (plumage,	  fur)	  in	  birds	  and	  mammals	  (e.g.,	  Scholander,	  1955)	  and	  revised	  calibrations	  of	  the	  effects	  of	  surface	  area	  to	  volume	  ratios	  on	  heat	  loss	  (e.g.,	  McNab,	  1971;	  Boyce,	  1979;	  Lindstedt	  and	  Boyce,	  1985).	  Considering	  the	  higher	  MATs	  during	  the	  Campanian	  and	  objections	  to	  thermoregulation	  as	  the	  driving	  mechanism	  for	  Bergmann’s	  rule,	  the	  presence	  of	  large	  hesperornithiforms	  at	  high	  latitudes	  might	  best	  be	  explained	  by	  the	  hypothesis	  linking	  body	  size	  with	  seasonal	  resource	  abundance.	  	  	   	  
Character	  displacement	  explanation	  for	  interspecific	  body	  size	  	   Though	  the	  sizes	  of	  some	  genera	  (Canadaga,	  Conioronis,	  Baptornis,	  and	  Parahesperornis)	  are	  positively	  correlated	  with	  latitude	  and	  there	  is	  an	  unarguable	  presence	  of	  large	  hesperornithiforms	  at	  high	  latitudes,	  no	  clear	  body	  size	  trend	  is	  evident	  among	  the	  seven	  Hesperornis	  species	  at	  mid	  latitudes.	  The	  inconsistent	  patterns	  in	  distribution	  (Figures	  6-­‐8)	  may	  indicate	  that	  there	  is	  in	  fact	  no	  clear	  relationship	  between	  body	  size	  and	  latitude,	  implying	  that	  hesperornithiforms	  did	  not	  exhibit	  a	  body	  size	  response	  to	  environmental	  conditions.	  	  Consequently,	  other	  factors	  such	  as	  character	  displacement	  might	  have	  had	  a	  stronger	  affect	  on	  body	  size	  evolution	  among	  taxa.	  	   Several	  studies	  of	  fossil	  and	  modern	  organisms	  suggest	  that	  character	  displacement	  due	  to	  competition	  is	  the	  major	  factor	  influencing	  morphological	  variation	  between	  similar	  species	  (e.g.,	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Brown	  and	  Wilson,	  1956;	  McNab,	  1971;	  Dayan	  et	  al.,	  1991;	  Grant	  and	  Grant,	  2006),	  rather	  than	  a	  direct	  response	  to	  climatic	  differences.	  	  Character	  displacement	  describes	  how	  similar	  species	  with	  overlapping	  ranges	  show	  greater	  morphological	  differentiation	  where	  both	  occur	  than	  when	  they	  are	  isolated,	  because	  physical	  differences	  between	  species	  ease	  competition	  for	  food	  resources.	  During	  the	  Campanian,	  there	  were	  several	  hesperornithiform	  species	  with	  varying	  body	  size	  and	  overlapping	  ranges	  at	  mid	  latitudes.	  For	  example,	  tarsometatarsi	  from	  the	  large	  H.	  chowi	  and	  small	  
H.	  bairdi	  species	  were	  found	  at	  a	  single	  South	  Dakota	  locality	  (Figure	  7),	  and	  the	  large-­‐bodied	  H.	  
regalis	  and	  small	  H.	  mengeli	  were	  both	  present	  in	  Manitoba	  (Figure	  7;	  note,	  however,	  that	  the	  Manitoba	  fossils	  are	  from	  different	  formations,	  so	  it	  is	  unclear	  if	  their	  ranges	  overlapped).	  Large	  and	  small	  forms	  were	  also	  present	  in	  the	  Smoky	  Hills	  Member	  of	  Kansas.	  Because	  there	  were	  size	  differences	  among	  sympatric	  species,	  no	  latitudinal	  body	  size	  gradient	  is	  apparent.	  	   Character	  displacement	  has	  been	  linked	  to	  the	  evolution	  of	  different	  body	  sizes	  in	  response	  to	  dive	  depth	  and	  niche	  partitioning	  in	  extant	  diving	  birds.	  Studies	  of	  modern	  spheniscids	  and	  alcids	  reveal	  correlation	  between	  body	  size	  and	  dive	  characteristics	  (depth	  and	  length;	  e.g.,	  Piatt	  and	  Nettleship,	  1985;	  Wanless	  et	  al.,	  1988;	  Schreer	  and	  Kovacs,	  1997;	  Schreer	  et	  al.,	  2001;	  Mori,	  2002)	  where	  larger-­‐bodied	  divers	  forage	  in	  deeper	  waters.	  In	  one	  study	  on	  sympatric	  macaroni	  and	  gentoo	  penguins	  (Mori	  and	  Boyd,	  2004),	  researchers	  found	  that	  macaronis	  forage	  at	  shallower	  depths	  than	  gentoos	  	  -­‐	  apparently	  to	  minimize	  competition	  for	  prey.	  	  Though	  the	  significance	  of	  larger	  body	  size	  in	  gentoos	  was	  not	  mentioned,	  the	  authors	  noted	  that	  gentoos	  are	  likely	  more	  efficient	  in	  prey	  capture	  at	  greater	  depths	  than	  the	  smaller	  macaronis.	  Correlation	  between	  body	  mass	  and	  diving	  ability	  has	  been	  recorded	  in	  cormorants	  as	  well	  (Cooper,	  1986).	  Niche	  segregation	  through	  diving	  ability	  is	  just	  one	  way	  that	  character	  displacement	  may	  have	  influenced	  body	  sizes	  in	  sympatric	  hesperornithiforms.	  Conversely,	  the	  absence	  of	  interspecific	  competition	  may	  also	  play	  a	  role;	  McNab	  (1971)	  suggests	  that	  low	  diversity	  and	  reduced	  competition	  from	  similar	  animals	  has	  led	  to	  large	  body	  size	  at	  high	  latitudes.	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Migration	  explanation	  for	  intraspecific	  body	  size	   	  	   Although	  the	  largest	  H.	  regalis	  specimens	  have	  been	  recovered	  from	  high	  latitudes,	  other	  specimens	  from	  this	  species	  show	  no	  correlation	  between	  body	  size	  and	  latitude	  (Figure	  8).	  Interestingly,	  the	  wide	  distribution	  of	  H.	  regalis	  specimens	  throughout	  the	  WIS,	  and	  the	  concentration	  of	  juvenile	  bones	  from	  high	  latitude	  areas	  (Russell,	  1967;	  Bryant,	  1983;	  Hills	  et	  al.,	  1999)	  have	  led	  some	  authors	  to	  hypothesize	  that	  this	  species	  was	  migratory	  (Feduccia,	  1996;	  Rees	  and	  Lindgren,	  2005).	  	  Some	  studies	  on	  modern	  birds	  conclude	  that	  migratory	  birds	  are	  less	  likely	  to	  follow	  Bergmann’s	  rule,	  as	  they	  are	  not	  subjected	  to	  extreme	  winter	  temperatures	  like	  birds	  that	  remain	  at	  high	  latitudes	  year-­‐round	  (Meiri	  and	  Dayan,	  2003;	  but	  see	  Ashton,	  2002).	  The	  migratory	  potential	  of	  these	  flightless	  birds	  has	  not	  been	  thoroughly	  explored,	  but	  H.	  regalis	  might	  have	  been	  less	  likely	  to	  show	  body	  size	  variation	  through	  their	  geographic	  distribution	  if	  they	  were	  migratory	  than	  birds	  that	  remained	  in	  the	  same	  geographic	  region	  year	  round.	  	  
Multiple	  factors	  explaining	  body	  size	  	  	   The	  evidence	  for	  correlations	  between	  body	  size	  and	  latitude	  in	  some	  taxa,	  but	  lack	  of	  comparable	  trends	  in	  others	  may	  best	  be	  explained	  by	  multiple	  mechanisms	  acting	  on	  different	  populations	  in	  different	  regions.	  Character	  displacement	  may	  have	  caused	  sympatric	  hesperornithiform	  species	  at	  mid	  latitudes	  to	  morphologically	  diverge	  and	  exploit	  different	  niches.	  If	  hesperornithiform	  size	  was	  controlled	  by	  character	  displacement	  in	  the	  southern	  range,	  size	  distribution	  would	  have	  reflected	  competition	  rather	  than	  climate	  –	  that	  is,	  body	  size	  resulted	  from	  resource	  partitioning.	  At	  the	  same	  time,	  hesperornithiform	  body	  size	  at	  higher	  latitudes	  might	  have	  increased	  due	  to	  relatively	  little	  competition	  as	  well	  as	  abundant	  seasonably	  available	  resources.	  	  This	  interpretation	  combines	  a	  character	  displacement-­‐driven	  cause	  for	  the	  range	  of	  body	  sizes	  at	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mid	  latitudes	  with	  a	  seasonal	  resource	  availability	  and	  starvation	  resistance	  explanation	  for	  the	  occurrence	  of	  large	  hesperornithiforms	  at	  high	  latitudes.	  	  	   As	  with	  hesperornithiforms,	  extant	  penguins	  show	  no	  clear	  correlation	  between	  body	  size	  and	  latitude	  (or	  temperature)	  among	  all	  members	  of	  the	  clade	  Spheniscidae	  (Stonehouse,	  1970),	  but	  certain	  species	  and	  genera	  have	  evolved	  latitudinal	  size	  gradients.	  Populations	  of	  the	  small-­‐bodied	  Pygosceis	  papua	  (gentoo	  penguins)	  show	  negative	  correlation	  between	  body	  size	  and	  latitude	  (Stonehouse,	  1970;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990),	  while	  body	  size	  within	  the	  genera	  
Aptenodytes	  (e.g.	  emperor	  penguins)	  and	  Eudyptes	  (e.g.	  macaroni	  penguins)	  positively	  correlates	  with	  latitude	  (Stonehouse,	  1970).	  	  Consequently,	  the	  absence	  of	  clear-­‐cut	  penguin	  body	  size	  trends	  at	  various	  taxonomic	  levels	  has	  resulted	  in	  multiple	  hypotheses	  explaining	  biogeographic	  distribution,	  including	  thermoregulation	  (Stahel	  and	  Nicol,	  1982),	  oceanographic	  features	  (Bost	  and	  Jouventin,	  1990),	  prey	  availability	  (Stahel	  and	  Nicol,	  1982),	  dive	  depth	  (Stonehouse,	  1970),	  and	  predator	  evolution	  (Stonehouse,	  1969).	  Like	  extant	  birds,	  it	  is	  likely	  that	  more	  than	  one	  mechanism	  was	  responsible	  for	  the	  body	  size	  patterns	  of	  hesperornithiforms	  throughout	  their	  geographic	  range.	  	   	  
Taxonomic	  and	  taphonomic	  considerations	  	   In	  any	  study	  of	  fossil	  material,	  reliable	  taxonomy	  and	  sufficient	  sample	  sizes	  are	  important	  concerns	  when	  interpreting	  morphological	  variation	  and	  distribution	  trends.	  Therefore,	  it	  must	  be	  noted	  that	  the	  search	  for	  valid	  ecogeographic	  trends	  might	  be	  confused	  by	  inconsistent	  taxonomy,	  as	  many	  hesperornithiform	  taxa	  have	  not	  been	  reviewed	  since	  they	  were	  proposed	  in	  the	  1800’s.	  The	  suggestion	  that	  the	  Anderson	  River	  specimens	  may	  belong	  to	  a	  taxon	  other	  than	  H.	  regalis	  is	  just	  one	  example.	  	  Additionally,	  the	  small	  number	  of	  fossil	  specimens	  (especially	  at	  high	  latitudes)	  may	  not	  accurately	  represent	  the	  body	  size	  distribution	  of	  Campanian	  hesperornithiforms.	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Discoveries	  of	  new	  fossil	  material	  and	  revaluations	  of	  established	  taxa	  will	  help	  clarify	  palaeogeographic	  distributions	  and	  valid	  ecogeographic	  trends	  of	  hesperornithiforms.	  	  	   It	  is	  also	  possible	  that	  the	  absence	  of	  correlation	  between	  body	  size	  and	  latitude	  accurately	  reflected	  hesperornithiform	  populations	  and	  was	  not	  disguised	  by	  preservational	  biases,	  small	  sample	  size,	  or	  imprecise	  taxonomy.	  No	  body	  size	  study	  demonstrates	  universal	  support	  of	  correlation	  between	  body	  size	  and	  specific	  biological	  or	  environmental	  factors	  (seasonality,	  MAT,	  competition).	  Thus,	  it	  may	  be	  that	  the	  lack	  of	  a	  clear-­‐cut	  body	  size	  trend	  in	  hesperornithiforms	  indicates	  that	  no	  single	  or	  linked	  climatic	  or	  ecological	  causative	  factors	  controlled	  body	  size	  distribution.	  	  	  
Conclusions	  	   A	  new	  hesperornithiform	  specimen	  collected	  from	  Devon	  Island	  in	  the	  Canadian	  High	  Arctic	  has	  been	  assigned	  to	  the	  Arctic	  species	  Canadaga	  arctica.	  This	  is	  the	  second	  occurrence	  of	  the	  species	  and	  adds	  to	  the	  high	  latitude	  fossil	  record	  for	  these	  birds.	  This	  first	  look	  at	  ecogeographic	  trends	  in	  hesperornithiform	  distribution	  provides	  only	  equivocal	  support	  for	  a	  correlation	  between	  body	  size	  and	  latitude.	  While	  the	  largest	  taxon	  is	  from	  high	  latitude	  localities	  and	  the	  smallest	  genera	  are	  from	  the	  southern	  end	  of	  the	  geographic	  range,	  there	  is	  no	  clear	  trend	  of	  body	  size	  distribution	  within	  the	  genus	  Hesperornis	  or	  the	  species	  H.	  regalis.	  	   The	  presence	  or	  absence	  of	  latitudinal	  size	  trends	  has	  potentially	  significant	  implications	  for	  hesperornithiform	  palaeobiology	  and	  ecosystem	  structure	  in	  the	  Western	  Interior	  Seaway	  of	  North	  America.	  	  Most	  notably,	  the	  presence	  of	  large	  birds	  at	  high	  latitudes	  suggests	  that	  either	  the	  seasonal	  abundance	  of	  resources	  or	  Late	  Cretaceous	  climate	  at	  high	  latitudes	  influenced	  size	  distributions	  of	  hesperornithiforms	  along	  a	  latitudinal	  gradient.	  	  On	  the	  other	  hand,	  the	  absence	  of	  a	  size	  gradient	  among	  mid	  latitude	  specimens	  may	  indicate	  that	  the	  perceived	  latitudinal	  trend	  in	  non-­‐Hesperornis	  genera	  is	  not	  valid	  because	  there	  were	  insufficient	  environmental	  pressures	  on	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selection	  for	  body	  size,	  or	  that	  Hesperornis	  size	  was	  driven	  by	  character	  displacement	  due	  to	  competition	  by	  similar	  species	  in	  mid	  latitude	  environments.	  It	  is	  likely	  that	  several	  factors	  influenced	  the	  body	  size	  distribution	  of	  Campanian	  hesperornithiforms,	  and	  we	  favor	  a	  combination	  of	  seasonality-­‐driven	  evolution	  of	  large	  body	  size	  at	  high	  latitudes	  plus	  character	  displacement	  due	  to	  competition	  among	  species	  at	  mid	  latitudes.	  This	  is	  consistent	  with	  size	  distribution	  patterns	  in	  modern	  marine	  birds	  and	  analyses	  of	  the	  Cretaceous	  Arctic	  climate.	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CHAPTER	  III	  
	  
	  
IMPLICATIONS	  FOR	  THE	  FEEDING	  BEHAVIOR	  OF	  HIGH	  LATITUDE	  HESPERORNITHIFORMS	  
BASED	  ON	  A	  NEW	  SPECIMEN	  FROM	  THE	  CANADIAN	  ARCTIC	  	  
Abstract	  Cretaceous	  marine	  hesperornithiform	  birds	  are	  assumed	  to	  have	  been	  piscivorous	  based	  on	  jaw	  morphology,	  the	  presence	  of	  small,	  recurved	  teeth,	  and	  the	  association	  of	  a	  Kansas	  Baptornis	  
advenus	  specimen	  with	  coprolites	  containing	  fish	  remains.	  	  Other	  evidence	  for	  the	  diet	  of	  these	  flightless	  birds	  is	  lacking,	  but	  now	  the	  preservation	  of	  teeth	  with	  a	  new	  Hesperornis	  specimen	  from	  Devon	  Island,	  Nunavut,	  in	  the	  Canadian	  Arctic	  has	  prompted	  the	  first	  dental	  microwear	  analysis	  of	  these	  birds.	  Pit	  and	  scratch	  patterns	  in	  the	  enamel	  indicate	  that	  this	  high	  latitude	  seabird	  may	  have	  eaten	  soft-­‐bodied	  crustaceans	  and/or	  mollusks,	  such	  as	  cephalopods,	  prior	  to	  death,	  rather	  than	  relying	  heavily	  on	  fish.	  The	  incorporation	  of	  organisms	  other	  than	  fish	  in	  the	  Hesperornis	  diet	  is	  in	  agreement	  with	  the	  paucity	  of	  small-­‐	  and	  medium-­‐sized	  fish	  fossils	  found	  in	  Campanian	  high	  latitude	  environments.	  Osteohistological	  analysis	  of	  the	  femur	  of	  this	  specimen	  indicates	  that	  it	  was	  a	  sub-­‐adult	  bird.	  While	  changes	  in	  diet	  through	  ontogeny	  are	  common	  in	  many	  modern	  seabirds,	  the	  late	  sub-­‐adult	  ontogenetic	  stage	  of	  this	  Devon	  Island	  Hesperornis	  suggests	  that	  the	  presumed	  consumption	  of	  crustaceans	  and/or	  mollusks	  was	  not	  specifically	  associated	  with	  a	  specialized	  nestling	  or	  juvenile	  diet.	  These	  analyses	  provide	  the	  first	  direct	  evidence	  of	  feeding	  behavior	  in	  hesperornithiforms	  in	  polar	  environments,	  and	  suggest	  that	  their	  diet	  may	  have	  been	  more	  variable	  than	  previously	  assumed.	  	  Given	  their	  broad	  North	  American	  geographical	  distribution,	  the	  ecology	  of	  these	  birds	  likely	  varied	  along	  a	  latitudinal	  gradient,	  and	  strong	  seasonality	  in	  Campanian	  high	  latitude	  ecosystems	  may	  have	  given	  rise	  to	  differences	  between	  high	  and	  mid	  latitude	  food	  webs.	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Introduction	  	  	   Hesperornithiform	  bird	  fossils	  have	  been	  recovered	  from	  Cretaceous	  Western	  Interior	  Seaway	  (WIS)	  sediments	  of	  North	  America,	  ranging	  from	  Arkansas	  to	  Ellesmere	  Island	  (Figure	  9).	  As	  one	  of	  the	  few	  known	  seabirds,	  and	  the	  only	  one	  specialized	  for	  pursuit-­‐diving	  known	  from	  the	  WIS,	  hesperornithiforms	  ostensibly	  filled	  an	  important	  niche	  in	  both	  mid	  and	  high	  latitude	  Late	  Cretaceous	  marine	  ecosystems.	  	  In	  the	  Arctic,	  adult	  and	  juvenile	  specimens	  are	  relatively	  abundant	  given	  the	  overall	  limited	  fossil	  record	  from	  remote	  environments;	  they	  have	  been	  recovered	  from	  the	  North	  Slope	  of	  Alaska	  to	  Ellesmere	  Island	  (Russell,	  1967;	  Bryant,	  1983;	  Hills	  et	  al.,	  1999;	  Hou,	  1999;	  Wilson	  et	  al.,	  2011).	  	  Hesperornithiforms	  are	  also	  one	  of	  the	  few	  vertebrates	  that	  increase	  in	  relative	  abundance	  with	  latitude	  (Nicholls	  and	  Russell,	  1990),	  highlighting	  their	  importance	  in	  these	  high	  latitude	  systems.	  Here,	  we	  describe	  a	  new	  specimen	  from	  the	  Campanian	  Kanguk	  Formation	  of	  Devon	  Island,	  Nunavut	  in	  the	  Canadian	  High	  Arctic;	  this	  is	  the	  second	  hesperornithiform	  specimen	  and	  second	  taxon	  described	  from	  Devon	  Island	  sediments	  (Wilson	  et	  al.,	  2011)	  .	  Most	  notably,	  this	  specimen	  includes	  four	  teeth	  associated	  with	  axial	  and	  appendicular	  bones.	  These	  are	  the	  first	  hesperornithiform	  teeth	  reported	  from	  a	  high	  latitude	  specimen,	  and	  we	  present	  the	  first	  microwear	  analysis	  of	  hesperornithiform	  (and	  avian)	  teeth.	  	  Given	  this	  new	  information,	  we	  explore	  the	  trophic	  ecology	  of	  these	  birds	  in	  ancient	  high	  latitude	  ecosystems.	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Figure	  9.	  Late	  Cretaceous	  North	  American	  distribution	  of	  specimens	  attributed	  to	  the	  genus	  
Hesperornis.	  Late	  Cretaceous	  paleogeographic	  reconstruction	  from	  Blakey	  (2005).	  (1)	  Hesperornis	  sp.,	  Ozan	  Formation	  (Davis	  and	  Harris,	  1997).	  (2)	  H.	  regalis,	  Niobrara	  Formation	  (Marsh,	  1872,	  1880).	  (3)	  H.	  crassipes,	  Niobrara	  Formation	  (Marsh,	  1876).	  (4)	  Hesperornis	  sp.,	  Pierre	  Shale	  (Martin	  and	  Tate,	  1967).	  (5)	  H.	  chowi,	  Pierre	  Shale	  (Martin	  and	  Lim,	  2002).	  (6)	  H.	  bairdi,	  Pierre	  Shale	  (Martin	  and	  Lim,	  2002).	  (7)	  H.	  regalis,	  Niobrara	  Formation	  (Martin	  and	  Varner,	  1992).	  (8)	  H.	  altus,	  Judith	  River	  Formation/Clagget	  Formation	  (Marsh,	  1893;	  Shufeldt,	  1915;	  but	  see	  Wilson	  et	  al.	  2011	  for	  discussion	  of	  taxonomy).	  (9)	  H.	  mengeli,	  Pierre	  Shale	  (Martin	  and	  Lim,	  2002).	  (10)	  Hesperornis	  sp.,	  Pembina	  Formation	  (Nicholls	  and	  Russell,	  1990).	  (11)	  H.	  regalis,	  Pembina	  Formation	  (Bardack,	  1968).	  (12)	  H.	  c.f.	  regalis,	  Foremost	  Formation	  (Fox,	  1974).	  (13)	  Hesperornis	  sp.,	  Pierres	  Shale	  (Tokaryk,	  1999).	  (14)	  H.	  regalis,	  Smoking	  Hills	  Formation	  (Russell,	  1967).	  (15)	  Hesperornis	  sp.,	  Ignek	  Formation	  (Bryant,	  1983).	  (16)	  Hesperornis	  sp.,	  Kanguk	  Formation	  (this	  paper).	  (17)	  
Hesperornis	  sp.,	  Kanguk	  Formation	  (Hills	  et	  al.,	  1999).	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Hesperornithiform	  birds	  are	  inferred	  to	  have	  been	  pursuit-­‐divers	  based	  on	  functional	  interpretations	  of	  post-­‐cranial	  anatomy.	  The	  short,	  laterally	  rotated,	  robust	  femur,	  long	  tibiotarsus,	  and	  laterally	  rotated	  feet	  with	  long	  toes	  reflect	  leg	  proportions	  that	  are	  indicative	  of	  foot-­‐propelled	  diving	  birds.	  Additionally,	  the	  small,	  rudimentary	  forelimbs	  likely	  had	  limited	  function	  in	  any	  form	  of	  propulsion	  (Marsh,	  1880;	  Martin	  and	  Tate,	  1976;	  Cracraft,	  1982).	  	  Since	  their	  discovery,	  hesperornithiform	  locomotion	  and	  ecology	  have	  been	  compared	  to	  extant	  loons	  and	  grebes	  (e.g.,	  Marsh,	  1880;	  Lucas,	  1903;	  Cracraft,	  1982),	  and	  are	  considered	  to	  demonstrate	  convergent	  evolution	  with	  these	  modern	  avian	  groups.	  Coupled	  with	  their	  pursuit-­‐diving	  lifestyle,	  hesperornithiforms	  are	  assumed	  to	  have	  been	  piscivorous.	  Arguments	  supporting	  fish-­‐eating	  cite	  jaw	  morphology	  and	  the	  presence	  of	  teeth	  as	  supporting	  evidence	  (Green,	  1962;	  Martin	  and	  Tate,	  1976;	  Rees	  and	  Lindgren,	  2005;	  Martin	  and	  Naples,	  2008).	  	  The	  only	  direct	  evidence	  suggesting	  piscivory	  are	  coprolites/intestinal	  casts	  containing	  fish	  remains	  associated	  with	  a	  Baptornis	  advenus	  Marsh,	  1877	  skeleton	  from	  the	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas	  (Martin	  and	  Tate,	  1976).	  However,	  the	  identification	  of	  
B.	  advenus	  as	  the	  producer	  of	  the	  coprolites	  is	  tenuous,	  as	  the	  association	  is	  based	  solely	  on	  proximity	  to	  the	  bird	  skeleton	  and	  the	  fact	  that	  the	  coprolites	  apparently	  lack	  a	  spiral	  morphology	  (attributed	  to	  certain	  fish	  taxa;	  e.g.	  McAllister,	  1985;	  Coy,	  1995).	  	  The	  preservation	  and	  subsequent	  microwear	  analysis	  of	  teeth	  associated	  with	  a	  new	  high	  latitude	  Hesperornis	  Marsh,	  1872	  specimen	  sheds	  new	  light	  on	  the	  feeding	  behavior	  of	  these	  birds	  at	  high	  latitudes.	  	  The	  use	  of	  dental	  microwear	  analysis	  has	  been	  well	  documented	  as	  an	  effective	  method	  of	  inferring	  the	  diet	  of	  fossil	  taxa	  (e.g.,	  Walker	  et	  al.,	  1978;	  Teaford	  and	  Walker,	  1984;	  Ungar,	  1996),	  because	  pits,	  scratches,	  and	  gouges	  result	  from	  tooth-­‐to-­‐food	  and	  tooth-­‐to-­‐tooth	  contact.	  This	  leaves	  a	  record	  of	  dietary	  behavior	  of	  an	  organism	  immediately	  preceding	  death	  (Grine,	  1986).	  	  Microwear	  patterns	  recorded	  in	  the	  enamel	  of	  teeth	  have	  been	  utilized	  in	  dietary	  reconstructions	  of	  extinct	  mammals,	  especially	  primates	  (e.g.,	  Walker	  et	  al.,	  1978;	  Teaford	  and	  Walker,	  1984;	  Ungar,	  1996;	  Teaford	  and	  Ungar,	  2000;	  El-­‐Zaatari	  et	  al.,	  2005;	  Goillot	  et	  al.,	  2009),	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and	  are	  now	  being	  used	  to	  infer	  the	  diet	  of	  fish	  (Purnell	  et	  al.,	  2006,	  2007)	  and	  extinct	  archosaurs	  	  (e.g.,	  Fiorillo,	  1998;	  Fiorillo	  and	  Gangloff,	  2000;	  Goswami	  et	  al.,	  2005;	  Schubert	  and	  Ungar,	  2005;	  Williams	  et	  al.,	  2009).	  The	  North	  American	  distribution	  of	  hesperornithiforms	  raises	  various	  paleobiological,	  paleoecological,	  and	  behavioral	  questions	  about	  these	  birds,	  as	  they	  would	  have	  encountered	  distinctly	  different	  environmental	  conditions	  along	  a	  latitudinal	  gradient	  in	  the	  WIS.	  	  Data	  from	  multiple	  proxies	  show	  notable	  changes	  in	  the	  physical	  and	  biological	  properties	  of	  WIS	  paleoenvironments	  between	  mid	  and	  high	  latitudes	  during	  the	  Late	  Cretaceous.	  	  Though	  there	  was	  a	  lower	  equator-­‐to-­‐pole	  temperature	  gradient	  and	  more	  temperate	  polar	  climates	  in	  the	  Late	  Cretaceous	  relative	  to	  today	  that	  resulted	  in	  more	  temperate	  polar	  climates	  (Amiot	  et	  al.,	  2004),	  sea	  surface	  temperatures	  (SST)	  still	  decreased	  inversely	  with	  latitude.	  The	  Campanian	  Gulf	  of	  Mexico	  SST	  is	  estimated	  to	  have	  been	  between	  22-­‐24°C	  (Liu,	  2009)	  and	  the	  Campanian	  Arctic	  Ocean	  is	  estimated	  to	  have	  been	  between	  15°C	  (Jenkyns	  et	  al.,	  2004,	  but	  see	  Davies	  et	  al.,	  2009)	  and	  10°C	  (Hay	  et	  al.,	  1993).	  In	  addition	  to	  lower	  temperatures,	  high	  latitude	  ecosystems	  were	  also	  adapted	  to	  polar	  photoperiods	  (periods	  of	  24-­‐hour	  darkness	  in	  the	  winter	  and	  24-­‐hour	  daylight	  in	  the	  summer)	  and	  strong	  seasonality	  (Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  Chin	  et	  al.,	  2008;	  Davies	  et	  al.,	  2009).	  Consequently,	  temperature	  and	  seasonality	  likely	  caused	  differences	  in	  important	  physical	  oceanographic	  factors	  that	  influenced	  ecosystem	  structure	  and	  geographic	  ranges	  of	  marine	  biota.	  Several	  studies	  have	  documented	  changes	  in	  paleocommunity	  structure	  with	  latitude	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway.	  Invertebrate	  assemblages	  have	  been	  assigned	  to	  distinct	  provinces	  based	  on	  differences	  in	  oceanographic	  conditions,	  such	  as	  temperature,	  salinity,	  and	  current	  patterns	  (e.g.	  Sohl,	  1971;	  Kauffman,	  1973,	  1984).	  Within	  vertebrates,	  Nicholls	  and	  Russell	  (1990)	  found	  a	  decrease	  in	  diversity	  and	  a	  shift	  in	  relative	  abundances	  of	  taxa	  with	  increased	  latitude	  in	  the	  Campanian	  record.	  They	  attributed	  most	  of	  the	  faunal	  change	  between	  the	  northern	  faunal	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province	  and	  southern	  faunal	  province	  of	  the	  WIS	  to	  water	  temperature.	  Studying	  the	  Cenomanian	  record	  of	  hesperornithiforms,	  Cumbaa	  et	  al.	  (2010)	  noted	  a	  strong	  correlation	  of	  taxonomic	  affinities	  with	  localities	  in	  the	  northern	  part	  of	  the	  WIS,	  supporting	  a	  northern	  faunal	  province.	  However,	  they	  concluded	  that	  ecosystem	  structure	  was	  affected	  by	  more	  factors	  than	  simply	  water	  temperature;	  water	  depth,	  substrate,	  and	  proximity	  to	  shoreline	  also	  need	  to	  be	  considered.	  Given	  reported	  differences	  in	  presence,	  absence,	  and	  relative	  abundance	  of	  taxa	  along	  the	  Seaway,	  the	  interactions	  of	  organisms	  with	  their	  environment	  and	  other	  organisms	  likely	  changed	  with	  changing	  environmental	  conditions.	  Hesperornithiform	  paleogeographic	  distribution	  throughout	  the	  Western	  Interior	  Seaway	  therefore	  makes	  them	  a	  good	  group	  for	  studying	  the	  dynamics	  of	  marine	  ecosystem	  change	  with	  latitude.	  	  
Material	  and	  methods	  The	  fossil	  avian	  material	  described	  in	  this	  paper	  (NUVF	  286)	  was	  collected	  during	  a	  2003	  expedition	  to	  Devon	  Island,	  Nunavut,	  Canada.	  	  In	  addition	  to	  NUVF	  286,	  all	  visible	  vertebrate	  and	  invertebrate	  fossils	  were	  collected	  during	  fieldwork.	  	  In	  areas	  that	  produced	  numerous	  vertebrate	  fossils,	  bulk	  material	  was	  sieved	  through	  a	  screen	  to	  increase	  recovery	  of	  vertebrate	  and	  invertebrate	  fossil	  remains.	  An	  additional	  20-­‐30	  kg	  of	  bulk	  glauconitic	  sand	  was	  brought	  back	  for	  sorting	  under	  a	  microscope	  in	  the	  lab.	  	  The	  avian	  bones	  described	  here	  were	  prepared	  by	  Charlie	  Magovern	  of	  the	  Stone	  Company.	  	  Comparisons	  of	  avian	  skeletal	  elements	  are	  made	  to	  material	  described	  in	  the	  literature	  and	  from	  specimens	  observed	  during	  visits	  to	  the	  Yale	  Peabody	  Museum	  (YPM),	  Kansas	  University	  Museum	  of	  Natural	  History	  (KUVP),	  and	  the	  Canadian	  Museum	  of	  Nature	  (CMN)	  by	  the	  primary	  author.	  	  The	  JEOL	  JSM-­‐6480LV	  low	  vacuum	  scanning	  electron	  microscope	  at	  the	  Nanomaterials	  Characterization	  Facility	  at	  the	  University	  of	  Colorado	  at	  Boulder	  was	  used	  to	  observe	  and	  record	  microwear	  patterns	  on	  the	  fossil	  teeth	  associated	  with	  NUVF	  286.	  Because	  a	  low	  vacuum	  SEM	  was	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used,	  no	  teeth	  were	  coated	  or	  otherwise	  altered	  for	  this	  analysis.	  Images	  were	  compiled	  using	  ImageJ	  software	  and	  edited	  in	  Photoshop.	  Thin	  sections	  of	  the	  right	  femur	  were	  prepared	  for	  histologic	  analysis	  to	  determine	  the	  ontogenetic	  stage	  of	  NUVF	  286.	  Slide	  preparation	  was	  carried	  out	  using	  the	  standard	  procedure	  modified	  from	  Lamm	  (2007).	  	  Prior	  to	  cutting	  and	  embedding,	  the	  specimen	  used	  for	  histological	  analysis	  was	  measured,	  photographed,	  molded,	  and	  cast	  to	  preserve	  data	  and	  make	  a	  replica.	  A	  section	  of	  the	  diaphysis	  was	  cut	  using	  a	  Buehler	  Isomet	  low-­‐speed	  circular	  diamond	  saw	  with	  a	  5-­‐inch	  diameter	  Norton	  saw	  blade	  (0.4mm	  thickness).	  	  The	  cut	  section	  was	  then	  embedded	  using	  two-­‐part	  Struers	  Epofix	  epoxy	  resin	  and	  hardener.	  After	  the	  sample	  hardened,	  thin	  slices	  of	  embedded	  bone	  were	  cut	  and	  mounted	  to	  frosted	  glass	  slides	  with	  Devcon	  two-­‐part	  2-­‐ton	  epoxy	  and	  left	  to	  dry.	  Mounted	  specimens	  were	  ground	  to	  optical	  clarity	  using	  a	  Buehler	  Ecomet	  III	  grinder/polisher	  with	  abrasive	  papers	  of	  various	  grit	  sizes.	  Lastly,	  thin	  sections	  were	  polished	  using	  5	  micron	  aluminum	  oxide	  powder	  until	  scratches	  were	  removed.	  	  Temporary	  glass	  cover	  slips	  were	  applied	  to	  polished	  slides	  with	  immersion	  oil	  to	  improve	  imaging	  of	  thin	  sections.	  Finished	  slides	  were	  analyzed	  and	  photographed	  with	  a	  Leica	  DMR	  microscope	  (Leica	  Microsystems)	  using	  a	  SPOT	  RT	  Slider	  digital	  camera	  system.	  	  Images	  were	  compiled	  using	  ImageJ	  software.	  	  
Institutional	  abbreviations.	  CMN:	  Canadian	  Museum	  of	  Nature,	  Ottawa,	  Canada;	  KUVP:	  Kansas	  University,	  Vertebrate	  Paleontology,	  Museum	  of	  Natural	  History,	  Lawrence,	  Kansas,	  USA;	  NUVF:	  Nunavut	  Vertebrate	  fossil	  collection	  (housed	  at	  CMN,	  Ottawa,	  Canada);	  YPM:	  Yale	  Peabody	  Museum,	  New	  Haven,	  Connecticut,	  USA.	  	  
Systematic	  Paleontology	  Hesperornithiformes	  (Fürbringer,	  1888)	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Hesperornithidae	  (Marsh,	  1872)	  c.f	  Hesperornis	  (Marsh,	  1872)	  c.f.	  Hesperornis	  sp.	  (Figures	  10-­‐12)	  	  
Referred	  material	  	  Left	  and	  right	  femora,	  four	  teeth,	  partial	  left	  and	  right	  ilia,	  rib	  fragments,	  and	  assorted	  bone	  fragments	  (NUVF	  286;	  Figure	  10).	  
	  
Figure	  10.	  Identifiable	  bones	  attributed	  to	  NUVF	  286	  include	  (A)	  two	  femora,	  fragmented	  ilia,	  and	  some	  rib	  fragments.	  The	  right	  femur	  (B)	  was	  used	  for	  histological	  analysis.	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Diagnosis	  NUVF	  286	  is	  referred	  to	  c.f.	  Hesperornis	  on	  the	  basis	  of	  femur	  morphology	  as	  described	  by	  Marsh	  (1880):	  short,	  stout	  femur	  with	  a	  curved	  shaft	  so	  the	  shaft	  has	  a	  C-­‐shaped	  lateral	  margin;	  large,	  round	  head	  with	  deep	  pit	  on	  articular	  surface;	  transversely	  expanded	  distal	  end;	  large	  medullary	  cavity	  with	  cortical	  bone	  showing	  pachyostosis;	  distinct,	  rugose	  ridges	  on	  the	  medial	  and	  lateral	  surfaces	  for	  muscle	  attachments.	  Other	  material	  associated	  with	  NUVF	  286	  is	  too	  fragmentary	  for	  detailed	  morphological	  comparison.	  Although	  Canadaga	  arctica	  remains	  have	  been	  identified	  from	  Devon	  Island	  (Wilson	  et	  al.,	  2011),	  C.	  arctica	  specimens	  do	  not	  include	  well	  preserved	  femora	  for	  comparison.	  	  
Occurrence	  	  NUVF	  286	  was	  collected	  from	  Late	  Cretaceous	  Kanguk	  Formation	  sediments	  of	  Eidsbotn	  graben	  (76ºN)	  on	  Devon	  Island,	  Nunavut	  in	  the	  Canadian	  High	  Arctic.	  	  The	  bones	  were	  encased	  in	  mostly	  uncemented	  fine	  glauconitic	  sand.	  All	  elements	  are	  assumed	  to	  be	  from	  one	  skeleton	  based	  on	  the	  close	  spatial	  association	  of	  elements.	  Some	  of	  NUVF	  286	  was	  collected	  as	  float,	  and	  more	  bones	  were	  collected	  in	  a	  30	  x	  20	  x	  20	  cm	  plaster	  jacket;	  a	  few	  additional	  associated	  bones	  below	  the	  specimen	  could	  not	  be	  collected	  because	  they	  were	  frozen	  in	  permafrost.	  	  Size	  correlation	  (particularly	  the	  femora;	  Table	  3)	  and	  non-­‐duplication	  of	  skeletal	  elements,	  similar	  bone	  preservation,	  and	  the	  lack	  of	  remains	  from	  other	  (non-­‐avian)	  organisms	  with	  the	  bird	  bones	  also	  indicate	  that	  the	  remains	  belonged	  to	  one	  individual.	  	  While	  the	  fossil	  material	  is	  highly	  fragmented,	  no	  abrasion	  is	  apparent.	  Some	  microbial	  invasion	  is	  evident	  in	  at	  least	  some	  of	  the	  bones	  (Figure	  11),	  and	  the	  right	  femur	  shows	  evidence	  of	  invertebrate	  borings	  (Figure	  10).	  	  For	  more	  information	  on	  the	  sedimentology	  of	  the	  region	  refer	  to	  Chin	  et	  al.	  (2008).	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Figure	  11.	  (A)	  Compiled	  image	  of	  the	  cross-­‐section	  through	  the	  mid-­‐diaphysis	  of	  the	  right	  femur	  of	  NUFV	  286	  from	  Devon	  Island,	  NU.	  (B)	  Periosteal	  surface	  under	  plain	  light	  (left)	  and	  cross-­‐polars	  (right).	  The	  periosteal	  surface	  of	  the	  right	  femur	  does	  not	  reveal	  evidence	  of	  an	  outer	  circumferential	  layer	  that	  would	  indicate	  skeletal	  maturity	  of.	  (C)	  Endosteal	  surface	  under	  plain	  light	  (left)	  and	  cross-­‐polars	  (right).	  Orientation	  of	  collagen	  fibers	  and	  osteocyte	  shape	  along	  the	  endosteal	  margin	  of	  the	  right	  femur	  indicates	  that	  endosteal	  lamellar	  bone	  had	  begun	  to	  develop	  at	  the	  time	  of	  death	  of	  NUVF	  286.	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Specimen	  description	  
Femora	  The	  femora	  are	  the	  most	  diagnostic	  bones	  of	  NUVF	  286	  preserved	  (Figure	  10).	  	  The	  right	  femur	  is	  broken	  into	  four	  pieces,	  with	  the	  mid-­‐shaft	  region,	  femur	  head,	  and	  inner	  distal	  condyle	  best	  preserved.	  	  Evidence	  of	  boring	  is	  found	  on	  the	  shaft	  of	  the	  right	  femur.	  	  Although	  the	  right	  femur	  has	  portions	  of	  periosteal	  bone	  missing,	  pronounced	  rugosities	  for	  muscle	  attachments	  on	  the	  medial	  surface	  of	  the	  femoral	  shaft	  are	  apparent.	  	  The	  left	  femur	  is	  crushed	  with	  most	  of	  the	  posterior	  portion	  missing.	  	  The	  left	  femur	  head	  is	  displaced	  from	  the	  rest	  of	  the	  femur	  and	  attached	  to	  the	  block	  of	  sediment	  containing	  pelvic	  fragments.	  The	  greater	  trochanter	  and	  distal	  medial	  condyle	  are	  missing,	  but	  the	  distal	  lateral	  condyle	  is	  preserved.	  	  	  	   	  Comparison	  of	  the	  femora	  of	  NUVF	  286	  to	  Hesperornis	  regalis	  Marsh,	  1872	  femora	  described	  by	  Marsh	  (1880),	  and	  other	  YPM	  specimens,	  reveals	  NUVF	  286	  to	  be	  morphologically	  equivalent	  to	  H.	  regalis	  specimens	  from	  Kansas.	  	  The	  size	  of	  NUVF	  286	  and	  H.	  regalis	  are	  also	  equivalent	  (Table	  3).	  	  The	  only	  apparent	  difference	  is	  that	  the	  fibular	  articular	  surface	  of	  NUVF	  286	  appears	  to	  be	  more	  laterally	  and	  less	  posteriorly	  inflected	  than	  the	  H.	  regalis	  specimen	  figured	  by	  Marsh	  (1880),	  and	  the	  ridges	  on	  the	  fibular	  articular	  surface	  also	  are	  not	  as	  pronounced.	  	  The	  NUVF	  286	  femora	  are	  also	  morphologically	  similar	  to	  the	  H.	  chowi	  Martin	  and	  Lim,	  2002	  specimen	  in	  the	  KUVP	  collections	  (personal	  observation).	  Canadaga	  arctica	  is	  also	  large	  in	  size	  and	  found	  in	  the	  Canadian	  Arctic	  (Hou,	  1999;	  Wilson	  et	  al.,	  2011),	  but	  femora	  are	  not	  available	  for	  comparison.	  	   	  	  
Ilia	  fragments	  The	  ilia	  are	  still	  mostly	  encased	  by	  a	  cemented	  glauconitic	  matrix	  (left	  intact	  to	  support	  the	  bones),	  and	  the	  portions	  of	  the	  left	  and	  right	  ilia	  appear	  to	  be	  articulated.	  The	  central	  portion	  of	  the	  ilia,	  near	  the	  acetabula,	  is	  clearly	  exposed	  but	  not	  well	  preserved	  (Figure	  10).	  	  The	  head	  of	  the	  left	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femur	  is	  preserved	  in	  close	  association	  with	  the	  left	  ilium	  in	  the	  region	  of	  the	  acetabulum.	  No	  details	  can	  be	  recovered	  from	  these	  fragments	  to	  aid	  in	  taxonomic	  identification.	  	  
	  
Teeth	   Four	  disarticulated	  teeth	  were	  recovered	  from	  the	  plaster	  jacket	  in	  which	  the	  NUVF	  286	  bones	  were	  collected.	  Because	  of	  disarticulation,	  we	  are	  unable	  to	  determine	  where	  the	  teeth	  were	  located	  within	  the	  jaw.	  Tooth	  size	  ranges	  from	  6.2mm	  to	  5.0mm	  (crown	  length	  only)	  and	  all	  teeth	  are	  recurved,	  which	  is	  consistent	  with	  descriptions	  of	  Hesperornis	  teeth	  by	  Marsh	  (1880).	  	  In	  NUVF	  286	  the	  two	  smaller	  teeth	  (T3	  and	  T4)	  are	  more	  strongly	  recurved	  than	  the	  two	  larger	  teeth	  (T1	  and	  T2;	  Figure	  12).	  	  
	  
Figure	  12.	  Scanning	  electron	  microscope	  photomicrographs	  of	  the	  four	  teeth	  preserved	  with	  NUVF	  286.	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Assorted	  bone	  fragments	  Additional	  bone	  fragments	  identified	  as	  ribs,	  vertebrae,	  and	  a	  tibiotarsus	  are	  also	  referred	  to	  NUVF	  286,	  but	  are	  too	  fragmentary	  to	  provide	  measurements	  or	  assist	  with	  taxonomic	  identification.	  A	  partial	  internal	  mold	  of	  one	  tibiotarsus	  was	  also	  observed.	  	  
Analytical	  microscopy	  of	  femur	  Mid-­‐diaphyseal	  cross-­‐sections	  through	  the	  right	  femur	  of	  NUVF	  286	  show	  well-­‐vascularized	  fibrolamellar	  tissue	  dominated	  by	  longitudinal	  and	  reticular	  vascular	  canal	  patterns,	  similar	  to	  what	  was	  observed	  in	  previously	  published	  histology	  studies	  of	  lower-­‐latitude	  Hesperornis	  specimens	  (Figure	  11;	  Houde,	  1987;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a).	  Despite	  distortion	  of	  histological	  patterns	  along	  the	  endosteal-­‐most	  and	  periosteal-­‐most	  edges	  of	  the	  bone	  due	  to	  microbial	  invasion,	  the	  cortical	  bone	  shows	  an	  overall	  decrease	  in	  vascularity	  towards	  the	  periosteal	  surface.	  Although	  vascularity	  decreases,	  fibrolamellar	  bone	  is	  present	  through	  the	  cortex	  to	  the	  periosteal	  surface.	  Signs	  of	  primary	  bone	  erosion	  are	  apparent	  in	  the	  inner	  cortex	  in	  the	  form	  of	  large	  erosion	  cavities,	  and	  it	  appears	  that	  secondary	  bone	  was	  beginning	  to	  fill	  in	  these	  cavities	  at	  the	  time	  of	  death.	  	  Other	  than	  the	  erosion	  cavities	  in	  the	  inner	  cortex,	  few	  secondary	  osteons	  are	  observed	  through	  the	  mid	  and	  outer	  cortex.	  	  A	  thin	  layer	  of	  poorly	  vascularized,	  lamellar	  bone	  with	  well-­‐organized	  collagen	  fibers	  (best	  observed	  under	  polarized	  light;	  Figure	  11.2)	  and	  flattened	  osteocytes	  is	  noted	  along	  portions	  of	  the	  endosteal	  margin	  (endosteal	  lamellar	  bone;	  Figure	  11).	  	  No	  growth	  marks	  –	  zones,	  annuli,	  or	  lines	  of	  arrested	  growth	  –	  are	  found	  in	  the	  bone	  tissue	  of	  the	  Devon	  Island	  Hesperornis.	  	  
Analytical	  microscopy	  of	  teeth	  The	  absence	  of	  wear	  facets	  on	  the	  teeth	  of	  NUVF	  286	  suggests	  that	  occlusion	  was	  absent	  in	  
Hesperornis	  (Schubert	  and	  Ungar,	  2005).	  The	  tip	  of	  one	  tooth	  (T1)	  is	  broken,	  but	  it	  is	  unclear	  whether	  this	  was	  post-­‐mortem	  damage	  or	  occurred	  during	  prey	  capture	  or	  feeding.	  No	  spalling	  or	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other	  macroscopic	  alteration	  is	  evident	  on	  the	  teeth;	  however,	  microwear	  patterns	  are	  evident.	  	  All	  teeth	  show	  crenulations	  in	  the	  enamel	  layer,	  resulting	  in	  a	  series	  of	  longitudinal	  ridges	  that	  extend	  from	  the	  gum	  line	  to	  the	  tip	  of	  the	  tooth	  (Figure	  12).	  	  Similar	  ridges	  on	  teeth	  from	  Kansas	  
Hesperornis	  specimens	  have	  been	  reported	  (Sander,	  1999).	  SEM	  analysis	  of	  NUVF	  286	  teeth	  reveals	  a	  low	  to	  moderate	  number	  of	  microwear	  features	  in	  the	  enamel,	  dominated	  by	  broad	  and	  fine	  scratches	  of	  varying	  length	  (Figures	  12,	  13).	  	  The	  enamel	  surfaces	  show	  few	  pits.	  
	  
Figure	  13.	  Magnified	  images	  of	  microwear	  patterns	  on	  the	  Devon	  Island	  Hesperornis	  teeth	  that	  comprise	  part	  of	  NUVF	  286.	  (A)	  Tip	  of	  tooth	  T1.	  (B)	  Same	  as	  (A),	  but	  with	  scratches	  (pink)	  and	  pits	  (green)	  in	  the	  enamel	  surface	  highlighted.	  (C)	  Close	  up	  of	  scratches	  on	  T1.	  (D)	  Tip	  of	  tooth	  T4.	  	  
Specimen	  discussion	  To	  date,	  two	  hesperornithiform	  genera	  have	  been	  identified	  from	  the	  North	  American	  Arctic:	  Canadaga	  and	  Hesperornis.	  Canadaga	  arctica	  Hou,	  1999	  remains	  have	  been	  reported	  from	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Bylot	  island	  (Hou,	  1999)	  and	  Devon	  Island	  (Wilson	  et	  al.,	  2011).	  	  Russell	  (1967)	  identified	  hesperornithiform	  remains	  from	  Anderson	  River	  in	  the	  Northwest	  Territories	  as	  Hesperornis	  
regalis.	  Other	  specimens	  assigned	  to	  Hesperornis	  sp.	  have	  been	  collected	  from	  Ellesmere	  Island	  (Hills	  et	  al.,	  1999)	  and	  the	  North	  Slope	  of	  Alaska	  (Bryant,	  1983).	  	  The	  new	  specimen	  described	  here	  falls	  within	  the	  established	  biogeographic	  range	  for	  Hesperornis.	  Undescribed	  specimens	  attributed	  to	  hesperornithiforms	  have	  also	  been	  collected	  from	  Eglinton	  Island	  and	  Horton	  River,	  Northwest	  Territories,	  and	  are	  housed	  at	  the	  CMN.	  	  While	  hesperornithiform	  taxonomy	  should	  be	  reviewed	  (e.g.,	  Wilson	  et	  al.,	  2011),	  the	  number	  of	  hesperornithiform	  bird	  remains	  from	  high	  latitude	  localities	  reflects	  their	  importance	  in	  Late	  Cretaceous	  ecosystems.	  	   	  
Deposition	  and	  preservation	  Interpretation	  of	  a	  nearshore	  environment	  for	  the	  depositional	  environment	  of	  the	  locality	  at	  which	  NUVF	  286	  was	  found	  is	  supported	  by	  the	  regressive	  stratigraphic	  sequence	  on	  Devon	  Island,	  presence	  of	  woody	  debris	  from	  a	  local	  riverine	  system	  (Chin	  et	  al.,	  2008),	  and	  diatom	  assemblages	  (Witkowski	  et	  al.,	  2011).	  	  Including	  NUVF	  286,	  most	  (if	  not	  all)	  Arctic	  Hesperornis	  specimens	  have	  been	  recovered	  from	  nearshore	  sediments.	  Fossil	  fragmentation	  may	  have	  occurred	  due	  to	  exposure	  at	  the	  sediment-­‐water	  interface	  before	  burial,	  as	  well	  as	  more	  recent	  permafrost	  thawing	  and	  frost	  heaving.	  	  Microbial	  invasion	  and	  possible	  evidence	  of	  boring	  on	  bones	  indicate	  that	  NUVF	  286	  was	  either	  not	  immediately	  buried	  or	  was	  only	  shallowly	  buried.	  The	  low	  clastic	  input	  into	  the	  depositional	  system	  (as	  indicated	  by	  the	  glaucony;	  Odin	  and	  Matter,	  1981),	  the	  lack	  of	  abrasion	  or	  significant	  weathering,	  and	  the	  preservation	  of	  skeletal	  elements	  of	  different	  sizes,	  shapes,	  and	  densities	  indicate	  that	  the	  skeleton	  underwent	  little	  to	  no	  transport	  before	  deposition	  in	  the	  glauconitic	  sands.	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Taxonomic	  identification	  Despite	  the	  crushed	  and	  fragmentary	  preservation	  of	  the	  femora,	  several	  key	  characters	  are	  preserved	  and	  support	  taxonomic	  identification	  to	  the	  genus	  Hesperornis.	  Analysis	  of	  bone	  histology	  patterns	  indicates	  that	  the	  specimen	  represents	  a	  sub-­‐adult	  individual	  approaching	  skeletal	  maturity	  (see	  histology	  discussion	  below);	  this	  is	  important	  because	  the	  relative	  sizes	  of	  skeletal	  elements	  are	  frequently	  used	  to	  identify	  different	  taxa.	  Comparisons	  with	  other	  hesperornithiform	  femora	  show	  that	  this	  new	  Arctic	  specimen	  is	  comparable	  in	  size	  to	  H.	  regalis	  specimens	  from	  Kansas	  and	  Manitoba	  (Table	  3).	  The	  femora	  are	  more	  robust	  than	  those	  of	  the	  elongated	  Baptornis	  advenus	  and	  Parahesperornis	  alexi	  Martin,	  1984,	  and	  the	  trochanter	  ridge	  is	  laterally	  expanded	  away	  from	  the	  shaft	  (Martin	  and	  Tate,	  1976;	  Martin,	  1984).	  The	  femora	  of	  NUVF	  286	  are	  also	  larger	  than	  that	  of	  a	  large	  hesperornithiform	  specimen	  from	  the	  Northwest	  Territories	  (CMN	  10441).	  This	  CMN	  specimen	  has	  been	  assigned	  to	  H.	  regalis	  by	  Russell	  (1967),	  though	  the	  ontogenetic	  age	  is	  unknown.	  	  Alternatively,	  Martin	  and	  Lim	  (2002)	  suggest	  the	  Anderson	  River	  specimens	  may	  be	  assigned	  to	  H.	  chowi.	  	  Hesperornis	  chowi	  femora	  have	  not	  been	  formally	  described	  in	  the	  literature,	  but	  two	  femora	  have	  been	  identified	  to	  this	  species	  in	  the	  KUVP	  collections.	  While	  the	  H.	  chowi	  femora	  are	  slightly	  smaller	  than	  most	  H.	  regalis	  femora	  (see	  Table	  3),	  no	  major	  morphological	  differences	  are	  apparent	  between	  the	  femora	  of	  the	  two	  taxa.	  If	  the	  KUVP	  femora	  are	  H.	  chowi,	  then	  Hesperornis	  (and	  perhaps	  Hesperornithidae	  as	  a	  clade)	  femora	  are	  morphologically	  similar,	  suggesting	  that	  the	  femur	  may	  not	  be	  a	  useful	  bone	  for	  distinguishing	  between	  closely	  related	  species.	  	  The	  tarsometatarsus	  is	  more	  frequently	  used	  to	  differentiate	  species	  (i.e.	  Martin	  and	  Lim,	  2002),	  but	  unfortunately	  no	  tarsometatarsi	  were	  recovered	  with	  NUVF	  286.	  	  	  	   It	  has	  also	  been	  noted	  that	  the	  large	  Hesperornis	  specimens	  from	  the	  Northwest	  Territories	  might	  be	  assigned	  to	  Canadaga	  arctica	  based	  on	  size	  and	  proximity	  (Wilson	  et	  al.,	  2011).	  The	  fact	  that	  C.	  arctica	  has	  been	  defined	  on	  the	  basis	  of	  cervical	  vertebrae	  characters	  makes	  this	  hypothesis	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inconclusive	  until	  more	  fossil	  material	  is	  found.	  Canadaga	  arctica	  is	  a	  large	  hesperornithiform	  that	  has	  also	  been	  described	  from	  Devon	  Island	  (Wilson	  et	  al.,	  2011),	  but	  because	  no	  definitive	  appendicular	  bones	  of	  C.	  arctica	  have	  been	  recovered,	  we	  are	  unable	  to	  draw	  any	  firm	  conclusions	  as	  to	  whether	  NUVF	  286	  might	  be	  C.	  arctica.	  Consequently,	  based	  on	  comparisons	  with	  specimens	  described	  in	  the	  literature	  and	  held	  in	  museum	  collections,	  and	  considering	  the	  taxonomic	  issues	  discussed	  above,	  we	  assign	  NUVF	  286	  to	  c.f.	  Hesperornis	  sp.	  	  	  
Associated	  fauna	  Collections	  from	  Eidsbotn	  graben	  on	  Devon	  Island	  have	  revealed	  a	  variety	  of	  microfossils,	  invertebrate	  and	  vertebrate	  macrofossils,	  and	  coprolites	  (Figure	  14;	  Chin	  et	  al.,	  2008),	  providing	  a	  glimpse	  of	  the	  Late	  Cretaceous	  Arctic	  marine	  paleoecosystem.	  	  Although	  there	  is	  a	  preservational	  bias	  against	  calcareous	  remains	  in	  these	  Arctic	  sediments,	  siliceous,	  phosphatic	  and	  organic	  fossil	  remains	  have	  been	  recovered.	  	  Microfossil	  remains	  are	  dominated	  by	  diatoms	  (Chin	  et	  al.,	  2008;	  Witkowski	  et	  al.,	  2011);	  silicoflagellates	  (McCartney	  et	  al.,	  2011),	  radiolarians,	  and	  dinoflagellates	  (Chin	  et	  al.,	  2008)	  are	  also	  present.	  	  Macrofossils	  recovered	  include	  hexactinellid	  sponges	  (Rigby	  et	  al.,	  2007),	  lingulid	  brachiopods,	  bivalves,	  decapod	  crustaceans,	  cephalopods,	  cartilaginous	  fish	  (including	  at	  least	  two	  genera	  of	  lamniform	  sharks	  and	  a	  ratfish),	  large	  bony	  fish	  (a	  sturgeon,	  ichthyodectids	  and	  pachyrhizodontids),	  smaller	  bony	  fish	  such	  as	  Enchodus	  Agassiz,	  1935,	  polycotylid	  and	  elasmosaurid	  plesiosaurs,	  and	  hesperornithiform	  birds.	  Additional	  smaller	  bony	  fish	  remains	  were	  recovered	  from	  shale	  deposits	  100-­‐200m	  below	  the	  fossil-­‐bearing	  greensands	  in	  which	  NUVF	  286	  was	  found,	  but	  none	  were	  found	  in	  coeval	  sediments.	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Figure	  14.	  Bar	  graphs	  showing	  the	  relative	  abundance	  of	  invertebrate	  and	  vertebrate	  fossils	  from	  Devon	  Island.	  Relative	  abundance	  of	  each	  taxonomic	  group	  preserved	  as	  body/trace	  fossils	  or	  within	  coprolites	  is	  noted.	  	  
Histology	  Histologic	  analysis	  of	  bone	  microstructure	  patterns	  is	  arguably	  the	  most	  reliable	  way	  to	  determine	  the	  ontogenetic	  stage	  of	  an	  extinct	  vertebrate	  with	  determinate	  growth,	  where	  skeletal	  maturity	  is	  indicated	  by	  the	  change	  from	  rapidly	  deposited	  bone	  tissue	  to	  slower	  growth	  rates	  (Cormack,	  1987;	  Ricqles	  et	  al.,	  1991;	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Margerie	  et	  al.,	  2002).	  This	  change	  is	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marked	  by	  the	  formation	  of	  a	  poorly	  vascularized	  or	  avascular	  parallel-­‐fibered	  bone	  layer	  along	  the	  periosteal	  surface	  referred	  to	  as	  the	  outer	  circumferential	  layer	  (OCL)	  or	  external	  fundamental	  system	  (EFS).	  In	  skeletally	  mature	  vertebrates,	  the	  OCL	  stands	  in	  contrast	  to	  the	  more-­‐internal	  woven	  bone	  typical	  of	  faster	  growing	  bone	  tissue.	  	  An	  OCL/EFS	  has	  been	  found	  in	  crocodilians,	  non-­‐avian	  dinosaurs,	  birds,	  and	  mammals,	  demonstrating	  determinate	  growth	  and	  marking	  the	  achievement	  of	  skeletal	  maturity	  (e.g.,Cormack,	  1987;	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Ricqles	  et	  al.,	  2001;	  Ponton	  et	  al.,	  2004;	  Woodward	  et	  al.,	  2011a;	  Werning,	  2012).	  The	  periosteal	  surface	  of	  the	  Devon	  Island	  Hesperornis	  femur	  does	  not	  show	  evidence	  of	  an	  OCL,	  as	  vascular	  canals	  and	  fibrolamellar	  bone	  are	  present	  through	  the	  entire	  cortex	  (Figure	  11),	  and	  osteocytes	  do	  not	  have	  the	  flattened	  characteristics	  of	  the	  poorly-­‐vascularized	  lamellar	  bone	  of	  the	  OCL	  (e.g.	  Chinsamy,	  1995).	  	  	   Previously	  published	  histological	  studies	  focusing	  on	  Hesperornis	  specimens	  have	  failed	  to	  document	  microstructure	  patterns	  in	  these	  birds	  that	  clearly	  resemble	  an	  OCL	  (Houde,	  1987;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a).	  However,	  recent	  histologic	  research	  has	  found	  an	  OCL	  in	  H.	  regalis	  long	  bones	  from	  Kansas,	  characterized	  by	  distinct	  lamellar	  bone	  along	  the	  periosteal	  surface	  (Chapter	  IV).	  This	  falsifies	  the	  hypothesis	  that	  large	  birds	  (like	  hesperornithiforms)	  may	  not	  have	  deposited	  this	  bone	  layer	  (sensu	  Ponton	  et	  al.,	  2004).	  	  Thus,	  the	  lack	  of	  the	  outer	  circumferential	  layer	  in	  the	  Devon	  Island	  c.f.	  Hesperornis	  specimen	  (along	  with	  other	  histologically	  analyzed	  specimens;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a)	  confirms	  that	  NUVF	  286	  had	  not	  attained	  skeletal	  maturity	  before	  death.	  	   The	  H.	  regalis	  femur	  from	  Kansas	  thin-­‐sectioned	  by	  Chinsamy	  et	  al.	  (1998a)	  had	  endosteal	  lamellar	  bone	  (ELB)	  along	  the	  medullary	  cavity.	  Like	  the	  OCL,	  this	  layer	  of	  bone	  is	  parallel-­‐fibered	  with	  low	  or	  no	  vascularity	  and	  flattened	  osteocytes	  (as	  opposed	  to	  a	  more	  globular	  shape	  in	  the	  primary	  fibrolamellar	  bone	  of	  the	  cortex).	  This	  layer	  has	  also	  been	  associated	  with	  later	  stages	  of	  ontogeny	  and	  reduced	  growth	  rates,	  as	  skeletal	  maturity	  is	  approached	  (Chinsamy,	  1995).	  The	  ELB	  is	  not	  as	  thick	  or	  well-­‐developed	  in	  the	  femur	  of	  NUVF	  286	  as	  in	  H.	  regalis	  specimens	  from	  Kansas	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Chapter	  IV),	  but	  its	  presence	  suggests	  that	  NUVF	  286	  was	  approaching	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later	  stages	  of	  ontogeny	  at	  the	  time	  of	  death.	  Bony	  trabeculae	  made	  of	  primary	  bone	  extend	  into	  the	  medullary	  cavity	  in	  some	  areas	  of	  the	  NUVF	  286	  femur	  shaft	  (Figure	  11),	  signaling	  ongoing	  resorption	  along	  the	  endosteal	  surface	  at	  the	  time	  of	  death.	  Although	  secondary	  reconstruction	  does	  not	  necessarily	  correlate	  with	  skeletal	  maturity	  (it	  is	  often	  found	  in	  juvenile	  and	  sub-­‐adult	  vertebrates;	  e.g.,	  Horner	  et	  al.,	  2000),	  the	  reduction	  of	  vascularity	  toward	  the	  outer	  cortex	  (evident	  in	  NUVF	  286)	  and	  presence	  of	  scattered	  secondary	  osteons	  is	  generally	  associated	  with	  slower	  bone	  deposition	  rates	  as	  an	  individual	  reaches	  the	  adult	  ontogenetic	  stage	  (Ricqles	  et	  al.,	  2001;	  Bourdon	  et	  al.,	  2009).	  	   Considering	  the	  relative	  size	  of	  the	  specimen	  (Table	  3),	  decrease	  in	  bone	  vascularity	  through	  the	  outer	  cortex,	  erosion	  and	  presence	  of	  secondary	  bone	  deposition	  in	  the	  inner	  cortex,	  and	  the	  onset	  of	  endosteal	  lamellar	  bone	  deposition,	  NUVF	  286	  likely	  represents	  a	  near-­‐adult	  ontogenetic	  stage	  with	  well-­‐developed	  bones	  close	  to	  skeletal	  maturity.	  However,	  the	  lack	  of	  an	  OCL	  indicates	  that	  the	  specimen	  does	  not	  likely	  represent	  a	  fully	  adult,	  skeletally	  mature	  individual.	  This	  specimen	  was	  probably	  not	  as	  mature	  as	  the	  previously	  published	  Kansas	  specimen	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998a),	  in	  which	  endosteal	  lamellar	  bone	  is	  more	  extensively	  developed	  and	  no	  bony	  trabeculae	  extend	  into	  the	  medullary	  cavity.	  	   	  
Dental	  microwear	  The	  presence	  and	  shape	  of	  teeth	  in	  hesperornithiforms	  has	  led	  many	  researchers	  to	  conclude	  that	  these	  birds	  largely	  relied	  on	  a	  diet	  of	  fish	  (Green,	  1962;	  Martin	  and	  Tate,	  1976;	  Rees	  and	  Lindgren,	  2005).	  	  Sander	  (1999)	  reported	  that	  teeth	  with	  ridges	  in	  enamel	  (present	  in	  the	  teeth	  of	  NUVF	  286)	  have	  been	  associated	  with	  durophagous,	  piscivorous,	  carnivorous,	  and	  insectivorous	  animals;	  he	  further	  suggested	  that	  the	  recurved,	  pointed	  shape	  of	  Hesperornis	  teeth	  (subcircular	  in	  cross-­‐section),	  is	  common	  among	  piscivores.	  However,	  assumptions	  of	  diet	  based	  solely	  on	  tooth	  morphology	  have	  been	  challenged	  in	  some	  mammalian	  dental	  microwear	  (Townsend	  and	  Croft,	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2008)	  and	  stable	  isotope	  (Feranec,	  2003)	  studies,	  illustrating	  that	  gross	  tooth	  morphology	  does	  not	  always	  accurately	  represent	  an	  organism’s	  trophic	  ecology.	  	   The	  recovery	  of	  four	  teeth	  with	  NUVF	  286	  provides	  an	  opportunity	  to	  test	  assumptions	  about	  hesperornithiform	  feeding	  habits.	  Microwear	  analysis	  has	  generally	  been	  applied	  to	  taxa	  in	  extant	  lineages,	  as	  direct	  comparisons	  with	  modern	  descendants	  makes	  data	  easier	  to	  interpret	  and	  conclusions	  more	  reliable	  (Goswami	  et	  al.,	  2005).	  But	  because	  microwear	  has	  been	  shown	  to	  be	  more	  strongly	  affected	  by	  diet	  than	  phylogenetic,	  morphologic,	  functional,	  and	  taphonomic	  factors	  (Goswami	  et	  al.,	  2005;	  Goillot	  et	  al.,	  2009),	  pit	  and	  scratch	  patterns	  in	  tooth	  enamel	  of	  members	  of	  extinct	  lineages	  can	  impart	  information	  regarding	  diet	  and	  paleoecology.	  As	  a	  result,	  interpretations	  of	  microwear	  patterns	  can	  be	  undertaken	  on	  specimens	  without	  extant	  relatives	  for	  direct	  comparison	  (Goswami	  et	  al.,	  2005),	  though	  conclusions	  are	  more	  tentative.	  For	  example,	  recent	  studies	  have	  applied	  what	  has	  been	  learned	  from	  mammalian	  microwear	  studies	  to	  extinct	  Archosauria	  specimens	  (Fiorillo,	  1998,	  2008;	  Goswami	  et	  al.,	  2005;	  Schubert	  and	  Ungar,	  2005;	  Osi	  and	  Weishampel,	  2009).	  Likewise,	  Purnell	  et	  al.	  (2006,	  2007)	  found	  that	  basic	  principles	  learned	  in	  mammalian	  dental	  microwear	  studies	  are	  applicable	  to	  determining	  trophic	  ecology	  in	  stickleback	  fishes.	  This	  works	  to	  our	  advantage	  as	  the	  lack	  of	  previously	  published	  studies	  of	  avian	  dental	  microwear	  analysis	  and	  the	  absence	  of	  extant	  avian	  groups	  with	  teeth	  precludes	  comparison	  to	  clades	  phylogenetically	  close	  to	  hesperornithiforms.	  	  Consequently,	  comparisons	  of	  Hesperornis	  teeth	  from	  Devon	  Island	  are	  compared	  to	  patterns	  reported	  from	  previous	  studies	  on	  a	  variety	  of	  non-­‐avian	  vertebrates.	  	   In	  their	  analysis	  of	  the	  non-­‐occluding	  slicing	  facets	  on	  Carnivora	  teeth,	  Goillot	  et	  al.	  (2009)	  identified	  that	  characteristic	  scratching	  and	  pitting	  patterns	  and	  ratios	  correlate	  with	  certain	  diets.	  Overall,	  they	  found	  that	  bone	  eaters,	  mollusk	  and	  crustacean	  eaters,	  herbivores,	  and	  frugivores	  are	  generally	  characterized	  by	  scratches	  and	  fewer	  pits,	  whereas	  meat	  eaters,	  insectivores,	  and	  piscivores	  are	  characterized	  by	  pits	  and	  fewer	  scratches	  (Figure	  15).	  	  Bone	  eaters	  and	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mollusk/crustacean	  eaters	  are	  noted	  as	  having	  an	  overall	  low	  number	  of	  both	  scratches	  and	  pits.	  	  
	  
Figure	  15.	  Scatterplot	  illustrating	  the	  ratio	  of	  pit	  and	  scratch	  features	  on	  the	  enamel	  surface	  of	  
Hesperornis	  tooth	  T1	  compared	  to	  the	  slicing	  facets	  of	  mammalian	  teeth	  with	  known	  trophic	  ecology.	  Mammalian	  data	  were	  taken	  from	  the	  means	  presented	  in	  Goillot	  et	  al.	  (2009);	  Hesperornis	  data	  were	  collected	  using	  the	  same	  method.	  	  	   Based	  on	  the	  research	  on	  the	  slicing	  facets	  of	  Carnivora	  teeth,	  the	  Devon	  Island	  c.f.	  
Hesperornis	  microwear	  pattern	  of	  a	  moderate	  number	  of	  scratches	  with	  few	  pits	  appears	  most	  similar	  to	  mollusk	  and	  crustacean	  eaters	  (Figure	  15).	  Lacking	  a	  high	  relative	  abundance	  of	  pits,	  these	  microwear	  patterns	  do	  not	  resemble	  the	  wear	  patterns	  associated	  with	  piscivory.	  	  By	  comparison,	  the	  teeth	  of	  the	  fish-­‐eating	  European	  River	  Otter	  was	  characterized	  by	  an	  abundance	  of	  broad	  pits,	  while	  the	  mollusk-­‐	  and	  crustacean-­‐eating	  Sea	  Otter	  dental	  microwear	  was	  characterized	  by	  a	  low	  number	  of	  features	  and	  a	  particularly	  low	  abundance	  of	  pits	  (Goillot	  et	  al.,	  2009;	  Peigne	  et	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al.,	  2009).	  Other	  studies	  of	  mammal	  and	  archosaur	  microwear	  patterns	  show	  that	  a	  low	  pit-­‐to-­‐scratch	  ratio	  and	  high	  level	  of	  consistency	  in	  feature	  orientation	  are	  consistent	  with	  the	  ingestion	  of	  soft	  food	  items	  (e.g.,Teaford	  and	  Walker,	  1984;	  Ungar,	  1996;	  Goswami	  et	  al.,	  2005;	  Fiorillo,	  2008).	  	  The	  combination	  of	  more	  scratches	  than	  pits	  on	  the	  enamel	  surface	  and	  the	  overall	  low	  density	  of	  features	  suggests	  that	  the	  Devon	  Island	  c.f.	  Hesperornis	  was	  feeding	  on	  a	  diet	  of	  cephalopods	  and	  relatively	  soft-­‐bodied	  crustaceans	  (e.g.,	  squid	  and	  large	  zooplankton,	  such	  a	  krill)	  prior	  to	  death.	  	   Nevertheless,	  it	  should	  be	  noted	  that	  the	  teeth	  of	  NUVF	  286	  show	  a	  variety	  of	  characteristics,	  including	  short,	  long,	  fine,	  and	  broad	  scratches,	  with	  a	  few	  pits.	  This	  diversity	  of	  microwear	  may	  point	  towards	  a	  variable	  diet	  (sensu	  Osi	  and	  Weishampel,	  2009).	  Data	  from	  multiple	  studies	  show	  that	  microwear	  patterns	  in	  enamel	  represent	  only	  the	  effects	  of	  the	  diet	  shortly	  before	  death	  (the	  “Last	  Supper”	  effect;	  Walker	  et	  al.,	  1978;	  Grine,	  1986;	  Fiorillo,	  1998),	  and	  therefore	  often	  record	  seasonality	  in	  diet.	  	  (As	  a	  side	  note,	  this	  suggests	  that	  polyphyodonty	  should	  not	  strongly	  affect	  dental	  microwear	  interpretations.)	  Given	  this,	  microwear	  data	  from	  NUVF	  286	  likely	  only	  reflects	  a	  partial	  view	  of	  the	  bird’s	  diet.	  	  This	  is	  even	  more	  likely	  if	  high	  latitude	  hesperornithiform	  diets	  changed	  seasonally	  as	  different	  food	  sources	  (e.g.,	  pelagic	  versus	  benthic)	  became	  more	  and	  less	  available.	  Seasonally	  variable	  diets	  are	  common	  in	  modern	  seabirds	  (e.g.,	  Shealer,	  2001;	  Ainley,	  2002).	  	  While	  this	  hesperornithiform	  microwear	  analysis	  suggests	  a	  stronger	  correlation	  with	  patterns	  typifying	  animals	  eating	  soft	  crustaceans	  and	  mollusks	  at	  the	  time	  of	  death,	  this	  does	  not	  preclude	  fish	  from	  constituting	  at	  least	  part	  of	  the	  diet	  of	  high	  latitude	  hesperornithiforms.	  	  Mammal	  teeth	  may	  not	  be	  ideal	  analogs	  for	  interpreting	  avian	  dental	  microwear	  given	  differences	  in	  occlusion,	  jaw	  mechanics,	  enamel	  structure,	  and	  tooth	  replacement	  patterns.	  Nevertheless,	  the	  identification	  of	  tooth-­‐to-­‐food	  and	  tooth-­‐to-­‐tooth	  contact	  as	  the	  primary	  causes	  of	  microwear	  patterns	  (Goswami	  et	  al.,	  2005;	  Goillot	  et	  al.,	  2009)	  allows	  for	  comparisons	  across	  clades	  in	  the	  absence	  of	  other	  modern	  analogs.	  Additionally,	  comparisons	  are	  made	  specifically	  to	  the	  non-­‐
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occluding	  slicing	  facets	  of	  mammal	  carnassials,	  rather	  than	  grinding	  facets,	  as	  neither	  tooth	  spalling	  patterns	  nor	  Hesperornis	  jaw	  reconstructions	  (Martin	  and	  Naples,	  2008)	  indicate	  occlusion	  and	  grinding	  in	  Hesperornis.	  	  	  
Hesperornithiform	  paleoecology	  	   The	  relative	  number	  of	  hesperornithiform	  occurrences	  described	  from	  high	  latitude	  sediments	  (Russell,	  1967;	  Bryant,	  1983;	  Hills	  et	  al.,	  1999;	  Hou,	  1999;	  Wilson	  et	  al.,	  2011)	  indicates	  that	  these	  birds	  were	  prominent	  members	  of	  Campanian	  Arctic	  ecosystems.	  In	  North	  America,	  these	  birds	  have	  also	  been	  found	  as	  far	  south	  as	  Arkansas	  (Davis	  and	  Harris,	  1997),	  with	  an	  abundance	  of	  specimens	  and	  taxa	  from	  the	  Niobrara	  Chalk	  and	  Pierre	  Shale	  of	  the	  Western	  Interior	  region	  (e.g.,	  Marsh,	  1880;	  Nicholls	  and	  Russell,	  1990;	  Martin	  and	  Lim,	  2002;	  Carpenter,	  2003),	  signifying	  a	  significant	  presence	  in	  mid	  latitude	  ecosystems	  as	  well	  (Figure	  9).	  	  Despite	  the	  lower	  equator-­‐to-­‐pole	  temperature	  gradient	  during	  the	  Late	  Cretaceous	  (Amiot	  et	  al.,	  2004),	  differences	  in	  mean	  annual	  sea	  surface	  temperatures,	  seasonal	  photoperiod,	  and	  other	  expressions	  of	  seasonality	  distinguishing	  mid	  and	  high	  latitudes	  likely	  resulted	  in	  latitude-­‐related	  differences	  in	  ecosystem	  structure	  along	  the	  WIS.	  This	  raises	  the	  question	  of	  whether	  these	  ecological	  differences	  affected	  hesperornithiforms	  along	  the	  Seaway.	  	   Chin	  et	  al.	  (2008)	  have	  already	  observed	  some	  distinctive	  characteristics	  of	  Campanian	  Arctic	  marine	  food	  webs	  based	  on	  fossil	  evidence;	  at	  least	  some	  food	  chains	  were	  shortened	  with	  fewer	  trophic	  levels	  between	  primary	  producers	  and	  apex	  predators.	  Some	  of	  these	  short	  food	  chains	  helped	  drive	  pelagic-­‐benthic	  coupling.	  Because	  this	  paleoecological	  reconstruction	  focused	  on	  fossils	  and	  sediments	  from	  the	  same	  locality	  as	  NUVF	  286,	  it	  is	  reasonable	  to	  infer	  that	  these	  conditions	  affected	  at	  least	  some	  Arctic	  hesperornithiforms,	  and	  specifically	  the	  Devon	  Island	  c.f.	  
Hesperornis.	  The	  Campanian	  Arctic	  trophic	  patterns	  are	  similar	  to	  modern	  high	  latitude	  marine	  ecosystems,	  which	  often	  have	  shortened	  food	  chains	  where	  apex	  marine	  predators	  feed	  on	  smaller	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organisms	  in	  low	  trophic	  levels	  (Laws,	  1985;	  Sanger,	  1987;	  Ainley	  and	  DeMaster,	  1990).	  Likewise,	  pelagic-­‐benthic	  coupling	  is	  another	  characteristic	  of	  modern	  Arctic	  and	  subarctic	  ecosystems	  (Petersen,	  1984).	  In	  these	  environments	  seabirds	  are	  abundant	  top	  predators	  and	  more	  often	  feed	  on	  zooplankton	  (krill,	  copepods)	  and	  first	  order	  carnivores	  (small	  fish)	  than	  on	  larger,	  high-­‐order	  carnivores	  (large	  fish).	  One	  hypothesized	  benefit	  of	  abbreviated	  food	  chains	  is	  that	  organisms	  feeding	  on	  lower	  trophic	  levels	  are	  thought	  to	  be	  more	  efficient	  at	  utilizing	  seasonal	  primary	  production	  blooms,	  thus	  increasing	  the	  efficiency	  of	  energy	  flow	  from	  primary	  producers	  to	  large	  predators	  (Sanger,	  1987).	  In	  the	  modern	  Gulf	  of	  Alaska,	  for	  example,	  Common	  Murres	  and	  Marbled	  Murrelets	  feed	  on	  demersal	  crustaceans	  during	  the	  winter	  rather	  than	  pelagic	  fish.	  Sanger	  (1987)	  speculated	  that	  pelagic-­‐benthic	  coupling	  in	  which	  seabirds	  feed	  on	  the	  benthos	  is	  more	  stable	  in	  highly	  seasonal	  environments,	  where	  prey	  species	  change	  and/or	  become	  scarce	  between	  seasons.	  	  	   This	  Arctic-­‐style	  ecosystem	  structure	  appears	  to	  be	  different	  from	  that	  of	  ecosystems	  at	  lower	  latitudes	  in	  the	  Campanian.	  While	  the	  smaller	  fish	  that	  often	  characterize	  seabird	  diets	  appear	  to	  be	  abundant	  in	  mid	  latitude	  Campanian	  ecosystems	  (Nicholls	  and	  Russell,	  1990;	  Carpenter,	  2003,	  2006;	  Shimada	  and	  Fielitz,	  2006),	  studies	  documenting	  the	  fossil	  assemblages	  of	  Late	  Cretaceous	  high	  latitude	  environments	  (both	  Arctic	  and	  Antarctic;	  Kriwet	  et	  al.,	  2006;	  Martin	  and	  Crame,	  2006;	  Chin	  et	  al.,	  2008)	  report	  a	  paucity	  of	  small-­‐	  and	  medium-­‐sized	  fish	  in	  the	  assemblages.	  Chin	  et	  al.	  (2008)	  reported	  only	  one	  small	  to	  medium-­‐sized	  fish	  taxon	  (Enchodus)	  from	  the	  greensands	  of	  the	  Late	  Cretaceous	  Kanguk	  Formation	  on	  Devon	  Island.	  Additional	  specimens	  of	  small	  fish	  were	  recovered	  from	  slightly	  older	  mudstone	  deposits	  representing	  a	  different	  depositional	  environment	  (and	  possibly	  taphonomic	  conditions).	  	  Similar	  results	  of	  low	  osteichthyan	  diversity	  and	  abundance,	  especially	  teleosts,	  are	  reported	  from	  the	  Late	  Cretaceous	  of	  James	  Ross	  Basin,	  Antarctica	  (Kriwet	  et	  al.,	  2006;	  Martin	  and	  Crame,	  2006);	  Kriwet	  et	  al.	  (2006)	  found	  fish	  on	  lower	  levels	  of	  the	  food	  chain	  to	  be	  lacking	  in	  these	  Antarctic	  deposits,	  while	  larger,	  top	  predator	  fish	  were	  significantly	  more	  abundant.	  Smaller	  fish	  fossils	  (teleosts,	  amiids,	  and	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lepisosteids)	  have	  been	  recovered	  from	  freshwater/estuarine	  “Middle”	  Cretaceous	  (Friedman	  et	  al.,	  2003)	  and	  terrestrial	  Late	  Cretaceous	  (Clemens	  and	  Nelms,	  1993)	  Arctic	  deposits,	  but	  these	  represent	  distinctly	  different	  environments	  and	  climates	  from	  the	  nearshore	  vertebrate	  fossil-­‐bearing	  glauconitic	  sands	  of	  the	  Kanguk	  Formation	  on	  Devon	  Island.	  Overall,	  these	  studies	  reveal	  a	  lack	  of	  evidence	  of	  appropriately-­‐sized	  fish	  that	  would	  support	  the	  Arctic	  hesperornithiform	  populations	  if	  they	  were	  primarily	  piscivores.	  	   Taphonomic	  bias	  is	  one	  possible	  explanation	  for	  the	  lack	  of	  small-­‐	  and	  medium-­‐sized	  fish	  in	  the	  Arctic	  fossil	  record.	  However,	  although	  biostratinomic	  and	  diagenetic	  processes	  undoubtedly	  affected	  fossil	  preservation,	  Martin	  and	  Crame	  (2006)	  concluded	  that	  the	  low	  abundance	  of	  intermediate	  and	  lower	  trophic	  level	  fishes	  in	  Late	  Cretaceous	  Antarctic	  deposits	  represents	  an	  absence	  from	  the	  ecosystem	  rather	  than	  a	  taphonomic	  bias.	  Fish	  bones	  are	  fragile,	  but	  their	  teeth	  are	  generally	  more	  resistant	  to	  destructive	  forces	  and	  often	  comprise	  large	  portions	  of	  vertebrate	  fossil	  deposits	  (pers.	  observ.).	  Given	  the	  preservation	  of	  bird	  teeth,	  small	  shark	  teeth,	  and	  siliceous	  microfossils	  in	  high	  latitude	  sediments,	  it	  seems	  plausible	  that	  fish	  teeth	  would	  be	  more	  common	  than	  the	  fossil	  record	  currently	  indicates	  if	  small	  and	  medium	  fishes	  were	  present	  in	  abundances	  comparable	  to	  lower	  latitudes.	  	  This	  implies	  that	  the	  low	  diversity	  and	  abundance	  of	  small	  fish	  fossils	  in	  Late	  Cretaceous	  Arctic	  deposits	  probably	  reflects	  the	  paleocommunity.	  	   Seasonal	  migrations	  of	  fish	  populations	  may	  also	  help	  explain	  the	  paucity	  of	  small	  to	  medium-­‐sized	  fish	  in	  the	  Devon	  Island	  assemblage.	  If	  some	  species	  of	  fish	  only	  seasonally	  inhabited	  polar	  environments,	  their	  preservation	  potential	  would	  be	  lower,	  contributing	  to	  their	  poor	  fossil	  record	  (Chin	  et	  al.,	  2008).	  Hesperornithiforms	  may	  have	  had	  a	  flexible	  diet	  in	  accordance	  with	  the	  seasonal	  abundance	  of	  different	  prey	  species.	  As	  such,	  seasonal	  fluctuations	  in	  diet	  may	  have	  shifted	  between	  pelagic	  fish,	  crustaceans,	  and/or	  cephalopods.	  The	  remains	  of	  benthic	  invertebrates	  such	  as	  lobsters	  and	  pelagic	  invertebrates	  like	  squid	  have	  been	  found	  in	  the	  Devon	  Island	  deposits	  (Chin	  et	  al.,	  2008),	  but	  most	  soft-­‐bodied	  invertebrates	  typically	  have	  a	  poor	  fossil	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record.	  	  For	  example,	  krill	  have	  no	  fossil	  record,	  but	  molecular	  analysis	  suggests	  that	  the	  evolution	  of	  krill	  dates	  back	  to	  the	  Early	  Cretaceous	  (Jarman,	  2001).	  On	  the	  other	  hand,	  coleoid	  cephalopod	  remains	  are	  common	  in	  sediments	  from	  the	  Western	  Interior	  Seaway,	  and	  Elzanowski	  (1983)	  suggested	  that	  squid	  may	  have	  provided	  a	  reliable	  food	  source	  for	  hesperornithiforms.	  In	  modern	  ecosystems,	  soft-­‐bodied	  invertebrates	  such	  as	  krill,	  copepods,	  and	  squid	  play	  a	  large	  role	  in	  seabird	  diets	  (e.g.,	  Ashmole	  and	  Ashmole,	  1967;	  Sanger,	  1987;	  Kooyman,	  2002;	  Bost	  et	  al.,	  2009).	  As	  noted	  above,	  extant	  seabirds	  are	  known	  to	  have	  variable	  diets	  as	  different	  prey	  items	  migrate	  in	  and	  out	  of	  their	  foraging	  areas	  (Shealer,	  2001;	  Ainley,	  2002),	  offering	  more	  trophic	  stability	  in	  highly	  seasonal	  environments	  (Sanger,	  1987).	  In	  addition,	  changes	  in	  diet	  within	  a	  species	  along	  its	  geographic	  range	  have	  been	  documented	  in	  some	  seabirds	  (e.g.,	  Polito	  et	  al.,	  2002),	  as	  well	  as	  changes	  in	  diet	  correlated	  with	  climatic	  shifts	  through	  time	  (Emslie	  et	  al.,	  1998;	  Emslie	  and	  McDaniel,	  2002;	  Polito	  et	  al.,	  2002).	  	   The	  tooth	  microwear	  analysis	  also	  supports	  a	  seasonally	  variable	  diet,	  as	  wear	  features	  suggest	  that	  the	  Devon	  Island	  c.f.	  Hesperornis	  may	  have	  incorporated	  mollusks	  (particularly	  cephalopods)	  and/or	  crustaceans	  in	  its	  diet	  for	  at	  least	  part	  of	  the	  year.	  The	  lack	  of	  microwear	  evidence	  supporting	  piscivory	  is	  consistent	  with	  the	  paucity	  of	  small	  fish	  in	  high	  latitude	  paleoecological	  reconstructions	  (Kriwet	  et	  al.,	  2006;	  Martin	  and	  Crame,	  2006;	  Chin	  et	  al.,	  2008).	  Hesperornithiforms	  likely	  replaced	  their	  teeth	  continuously	  through	  life	  like	  their	  non-­‐avian	  theropod	  relatives.	  Therefore	  microwear	  patterns	  only	  record	  seasonal	  feeding	  behavior	  at	  best	  (Walker	  et	  al.,	  1978;	  Grine,	  1986),	  and	  we	  cannot	  comment	  on	  the	  complete	  hesperornithiform	  diet.	  Rather,	  given	  that	  tooth	  microwear	  generally	  records	  the	  last	  meals	  of	  an	  organism	  and	  the	  known	  seasonality	  of	  Late	  Cretaceous	  high	  latitude	  environments	  (Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Chin	  et	  al.,	  2008;	  Davies	  et	  al.,	  2009),	  we	  suggest	  that	  Arctic	  hesperornithiforms	  were	  probably	  opportunistic	  feeders,	  exploiting	  a	  variable	  diet	  depending	  on	  the	  seasonal	  availability	  of	  different	  prey	  items.	  A	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more	  generalist	  diet	  has	  also	  been	  argued	  for	  high	  latitude	  seabirds	  such	  as	  the	  Adélie	  Penguin	  (Ainley,	  2002).	  
	   One	  final	  consideration	  is	  that	  hesperornithiforms	  may	  have	  migrated	  between	  high	  and	  mid	  latitudes	  to	  avoid	  polar	  winters.	  	  Several	  authors	  have	  suggested	  that	  these	  birds	  traveled	  long	  distances	  along	  the	  WIS	  despite	  being	  flightless	  (Feduccia,	  1996;	  Hills	  et	  al.,	  1999;	  Rees	  and	  Lindgren,	  2005),	  citing	  the	  geographic	  distribution	  of	  H.	  regalis	  fossils	  and	  juvenile	  Hesperornis	  specimens,	  as	  well	  as	  the	  potential	  harshness	  of	  polar	  winters.	  Based	  on	  current	  hesperornithiform	  taxonomy	  and	  the	  fossil	  record,	  there	  is	  some	  evidence	  supporting	  provinciality	  for	  certain	  species	  (however,	  taxonomic	  issues	  have	  been	  raised;	  Wilson	  et	  al.,	  2011).	  For	  example,	  C.	  arctica	  has	  only	  been	  found	  in	  high	  latitude	  deposits,	  while	  B.	  advenus	  has	  not	  been	  found	  north	  of	  Saskatchewan	  (Tokaryk	  and	  Harington,	  1992).	  H.	  regalis,	  on	  the	  other	  hand,	  has	  been	  identified	  along	  the	  entire	  North	  American	  hesperornithiform	  latitudinal	  range.	  	  Interestingly,	  Hesperornis	  juveniles	  have	  only	  been	  found	  from	  higher	  latitudes,	  despite	  the	  extensive	  hesperornithiform	  fossil	  record	  from	  lower	  latitudes	  (i.e.,	  Kansas,	  South	  Dakota,	  and	  southern	  Canada).	  Conversely,	  B.	  advenus	  juveniles	  have	  only	  been	  recovered	  from	  mid	  latitude	  localities	  (Martin	  and	  Bonner,	  1977).	  Rees	  and	  Lindgren	  (2005)	  suggested	  that	  H.	  regalis	  either	  reproduced	  at	  mid	  latitudes	  in	  habitats	  different	  from	  those	  where	  adult	  specimens	  have	  been	  found	  (in	  contrast	  to	  the	  case	  of	  B.	  advenus),	  or	  they	  migrated	  north	  to	  reproduce	  at	  high	  latitudes.	  	  In	  fact,	  adult	  specimens	  are	  surprisingly	  uncommon	  in	  high	  latitudes,	  as	  immature	  specimens	  have	  been	  reported	  from	  Ellesmere	  Island,	  the	  North	  Slope	  of	  Alaska,	  and	  the	  Northwest	  Territories	  (Russell,	  1967;	  Bryant,	  1983;	  Hills	  et	  al.,	  1999).	  One	  of	  the	  Bylot	  Island	  specimens	  referred	  to	  C.	  arctica	  by	  Hou	  (1999)	  was	  reported	  as	  being	  a	  juvenile	  (which	  has	  subsequently	  been	  confirmed	  by	  histological	  analysis;	  unpublished	  data),	  and	  the	  new	  Devon	  Island	  specimen	  reported	  in	  this	  study	  (NUVF	  286)	  had	  also	  not	  reached	  skeletal	  maturity	  by	  the	  time	  of	  death.	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   While	  migration	  requires	  large	  stores	  of	  energy,	  it	  permits	  birds	  to	  maintain	  a	  more	  stable	  diet	  when	  high	  latitude	  primary	  production	  shuts	  down	  during	  polar	  winters.	  Not	  surprisingly,	  many	  modern	  seabirds,	  including	  flightless	  (or	  limited-­‐flight)	  birds,	  migrate	  to	  avoid	  harsh	  weather	  and	  to	  follow	  food	  sources	  (Berthold,	  1996,	  2001).	  	  Adélie	  Penguins,	  for	  example,	  migrate	  during	  the	  non-­‐breeding	  season	  into	  the	  Circum-­‐Antarctic	  Current	  where	  krill	  populations	  are	  high	  (Clarke	  et	  al.,	  2003).	  While	  there	  is	  a	  difference	  in	  energy	  expenditure	  between	  wing-­‐propelled	  and	  foot-­‐propelled	  swimming	  (e.g.	  Butler,	  2000),	  there	  are	  examples	  of	  modern	  seabirds	  that	  migrate	  by	  foot-­‐propelled	  swimming	  (even	  if	  they	  can	  fly;	  Berthold,	  2001).	  Unfortunately,	  no	  direct	  physical	  evidence	  has	  yet	  been	  found	  that	  supports	  or	  falsifies	  the	  hypothesis	  that	  any	  hesperornithiform	  species	  migrated.	  	  
Summary	  Here	  we	  report	  the	  discovery	  of	  a	  new	  c.f.	  Hesperornis	  specimen	  from	  Devon	  Island	  in	  the	  Canadian	  High	  Arctic.	  This	  is	  the	  second	  hesperornithiform	  specimen	  and	  second	  hesperornithiform	  genus	  identified	  from	  the	  Late	  Cretaceous	  of	  Devon	  Island	  (Wilson	  et	  al.,	  2011).	  	  Preserved	  skeletal	  elements	  of	  the	  new	  specimen	  are	  comparable	  in	  morphology	  and	  size	  to	  H.	  
regalis	  specimens	  from	  the	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas	  (Marsh,	  1880;	  Wilson	  et	  al.,	  2011)	  and	  histological	  analysis	  indicates	  this	  individual	  was	  likely	  a	  sub-­‐adult	  approaching	  skeletal	  maturity.	  This	  new	  Arctic	  Hesperornis	  specimen	  adds	  to	  the	  growing	  high	  latitude	  hesperornithiform	  record	  and	  the	  recovery	  of	  teeth	  with	  the	  specimen	  has	  facilitated	  the	  first	  microwear	  analysis	  of	  fossil	  bird	  teeth.	  This	  research	  shed	  light	  on	  the	  ecological	  role	  of	  these	  seabirds	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway	  of	  North	  America.	  	  	  	   While	  it	  has	  usually	  been	  assumed	  that	  hesperornithiforms	  were	  piscivorous,	  the	  low	  abundance	  and	  diversity	  of	  small-­‐	  and	  medium-­‐bodied	  fish	  fossils	  from	  Arctic	  (and	  Antarctic)	  assemblages	  (Kriwet	  et	  al.,	  2006;	  Martin	  and	  Crame,	  2006;	  Chin	  et	  al.,	  2008)	  pose	  a	  problem	  for	  the	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reconstruction	  of	  hesperornithiform	  trophic	  ecology	  as	  predominantly	  fish-­‐eaters	  at	  high	  latitudes.	  	  The	  new	  dental	  microwear	  analysis	  data	  of	  the	  Devon	  Island	  c.f.	  	  Hesperornis	  specimen	  reveal	  scratching	  and	  pitting	  patterns	  that	  suggest	  this	  bird	  was	  eating	  soft-­‐bodied	  mollusks	  and/or	  crustaceans	  before	  death;	  patterns	  consistent	  with	  piscivory	  (Goillot	  et	  al.,	  2009)	  are	  absent	  in	  the	  enamel	  of	  the	  preserved	  teeth.	  	  These	  observations	  support	  the	  hypothesis	  that	  high	  latitude	  hesperornithiforms	  had	  more	  diverse	  diets	  than	  previously	  suspected.	  This	  is	  also	  consistent	  with	  the	  fact	  that	  many	  species	  of	  extant	  Arctic	  seabirds	  have	  seasonally	  variable	  diets	  possibly	  due	  to	  seasonal	  changes	  in	  prey	  species	  and	  a	  paucity	  of	  intermediate	  trophic	  levels	  (Sanger,	  1987;	  Shealer,	  2001;	  Ainley,	  2002;	  Kooyman,	  2002;	  Polito	  et	  al.,	  2002).	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CHAPTER	  IV	  
	  
	  
COMPARATIVE	  OSTEOHISTOLOGY	  AND	  GROWTH	  DYNAMICS	  OF	  PYGOSCELIS	  PENGUINS	  	  
Abstract	  	   Pygoscelid	  penguins	  (Adélies,	  Chinstraps,	  and	  Gentoos)	  are	  found	  along	  a	  wide	  range	  of	  Antarctic	  and	  sub-­‐Antarctic	  environments	  (46—77ºS),	  and	  breed	  sympatrically	  around	  the	  Antarctic	  Peninsula.	  	  Breeding	  behavior	  and	  chick	  growth	  dynamics	  have	  been	  relatively	  well	  studied	  in	  these	  species,	  especially	  where	  breeding	  ranges	  overlap.	  Although	  variations	  in	  breeding	  behavior,	  chick	  growth,	  foraging	  behavior,	  and	  migration	  patterns	  have	  been	  identified	  among	  pygoscelid	  species,	  it	  is	  unclear	  how	  these	  differences	  affect	  skeletal	  development.	  Osteohistology	  is	  commonly	  used	  to	  study	  vertebrate	  growth	  patterns,	  and	  this	  approach	  was	  used	  to	  tease	  out	  biological	  and	  environmental	  influences	  on	  pygoscelid	  bone	  microstructure.	  The	  three	  pygoscelid	  species	  share	  three	  of	  the	  four	  primary	  factors	  appear	  to	  affect	  bone	  microstructure:	  phylogeny,	  ontogeny,	  functional	  morphology,	  and	  environment.	  	  Given	  that	  these	  species	  are	  closely	  related,	  share	  the	  same	  functional	  adaptations	  to	  flightlessness	  and	  wing-­‐propelled	  pursuit-­‐diving,	  and	  can	  be	  placed	  in	  an	  ontogenetic	  framework,	  differences	  in	  bone	  microstructure	  likely	  correlate	  with	  environment	  and	  behavior.	  Histologic	  analysis	  of	  vascular	  canal	  densities	  and	  vascular	  canal	  orientations	  in	  pygoscelid	  penguin	  femora	  and	  tibiotarsi	  shows	  that	  Adélie	  and	  Chinstrap	  bones	  are	  more	  similar	  to	  each	  other	  than	  either	  is	  to	  Gentoo	  bones.	  	  Bone	  microstructure	  patterns	  indicate	  higher	  bone	  development	  rates	  in	  Gentoo	  long	  bones	  than	  those	  observed	  in	  Adélie	  and	  Chinstrap	  specimens.	  This	  is	  in	  contrast	  to	  the	  results	  of	  previous	  studies	  on	  pygoscelid	  breeding	  behavior	  showing	  that	  Adélies	  have	  the	  fastest	  and	  Gentoos	  have	  the	  slowest	  overall	  chick	  growth	  rates	  (growth	  constants)	  of	  the	  three	  species.	  Ultimately,	  the	  larger	  body	  size	  of	  Gentoo	  penguins,	  the	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tendency	  for	  their	  chicks	  to	  maintain	  rapid	  growth	  rates	  for	  a	  longer	  period	  of	  time,	  adaptations	  to	  a	  broader	  and	  more	  northern	  geographic	  distribution,	  and	  non-­‐migratory	  behavior	  may	  all	  contribute	  to	  higher	  bone	  development	  rates	  in	  Gentoos	  relative	  to	  Adélie	  and	  Chinstrap	  penguins.	  	  	  
Introduction	  	   Adélie	  (Pygoscelis	  adeliae),	  Chinstrap	  (P.	  Antarctica),	  and	  Gentoo	  (P.	  papua)	  penguins	  share	  a	  close	  evolutionary	  history	  (Figure	  16)	  and	  similar	  structural	  adaptations	  to	  flightless	  wing-­‐propelled	  diving.	  These	  three	  species	  are	  found	  along	  a	  latitudinal	  range	  spanning	  Antarctic	  and	  sub-­‐Antarctic	  environments	  (46-­‐77ºS),	  with	  Adélies	  having	  the	  most	  southern	  distribution	  (54o-­‐77oS;	  Davis	  and	  Renner,	  2003),	  and	  Gentoos	  having	  the	  most	  northern	  distribution	  (46o-­‐65oS;	  Williams,	  1995;	  Davis	  and	  Renner,	  2003).	  	  Chinstraps	  have	  a	  biogeographic	  range	  intermediate	  to	  the	  other	  two	  species	  (54o-­‐69oS;	  Davis	  and	  Renner,	  2003).	  	  Despite	  different	  biogeographical	  ranges,	  they	  breed	  sympatrically	  on	  the	  Antarctic	  Peninsula	  and	  its	  surrounding	  islands.	  Aspects	  of	  their	  biology,	  ecology,	  and	  behavior	  have	  been	  relatively	  well	  studied,	  especially	  where	  they	  co-­‐exist	  (e.g.	  White	  and	  Conroy,	  1975;	  Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Lishman,	  1985;	  Trivelpiece	  et	  al.,	  1987;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  These	  studies	  have	  revealed	  differences	  in	  pygoscelid	  breeding	  behavior,	  breeding	  timing,	  foraging	  behavior,	  migration,	  and	  chick	  growth	  rates.	  	  This	  raises	  the	  question	  of	  whether	  such	  differences	  are	  reflected	  in	  their	  bone	  microstructure.	  Yet,	  despite	  the	  wealth	  of	  data	  from	  population	  biology	  research,	  only	  a	  few	  studies	  have	  explored	  the	  dynamics	  of	  penguin	  bone	  development	  to	  date	  (Meister,	  1962;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Margerie	  et	  al.,	  2004).	  As	  a	  result,	  it	  is	  unclear	  how	  penguin	  skeletal	  development	  is	  affected	  by	  differences	  in	  chick	  growth	  rates,	  biogeographic	  distributions,	  and	  behavior	  patterns.	  In	  light	  of	  this,	  here	  we	  analyze	  the	  bone	  microstructure	  of	  Adélie,	  Chinstrap,	  and	  Gentoo	  penguin	  femora	  and	  tibiotarsi	  to	  characterize	  and	  compare	  their	  relative	  bone	  development	  rates.	  Interspecific	  differences	  in	  growth	  rates,	  determined	  by	  histologic	  study	  and	  compared	  to	  previously	  published	  population	  biology	  studies,	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are	  related	  to	  variations	  in	  body	  size,	  chick	  growth	  dynamics,	  biogeographic	  ranges,	  and	  migratory	  behavior	  among	  pygoscelid	  penguins.	  
	  
Figure	  16.	  Phylogenies	  of	  (A)	  extant	  penguin	  genera	  and	  (B)	  pygoscelid	  penguins.	  Phylogenetic	  trees	  are	  based	  on	  Baker	  et	  al.	  (2006),	  Ksepka	  et	  al.	  (2006),	  and	  Clarke	  et	  al.	  (2007),	  though	  it	  should	  be	  noted	  that	  Clarke	  et	  al.	  (2007)	  group	  Adélie	  and	  Gentoo	  penguins	  as	  sister-­‐taxa.	  	  	   Adélie,	  Chinstrap,	  and	  Gentoo	  penguins	  are	  members	  of	  the	  same	  genus	  (Pygoscelis)	  that	  either	  diverged	  from	  their	  most	  closely	  related	  sister	  groups	  in	  the	  Eocene	  (Baker	  et	  al.,	  2006,	  based	  on	  molecular	  data)	  or	  Miocene	  (Clarke	  et	  al.,	  2007,	  based	  on	  combined	  morphological	  and	  molecular	  data).	  	  Although	  phylogenetic	  analyses	  show	  that	  Gentoo	  and	  Chinstrap	  penguins	  are	  more	  closely	  related	  to	  each	  other	  than	  either	  is	  to	  Adélie	  penguins	  (Figure	  16;	  Baker	  et	  al.,	  2006;	  Ksepka	  et	  al.,	  2006;	  but	  see	  Clarke	  et	  al.,	  2007	  who	  group	  Adélie	  and	  Gentoo	  penguins	  as	  sister-­‐taxa),	  the	  Chinstraps	  and	  Adélies	  that	  are	  more	  similar	  in	  their	  ecology	  and	  behavior.	  Adélie	  and	  Chinstrap	  penguins	  are	  both	  offshore	  foragers	  (generally	  traveling	  >50km	  away	  from	  breeding	  colonies	  to	  forage;	  e.g.	  Croxall	  and	  Davis,	  1999;	  Davis	  and	  Renner,	  2003)	  and,	  like	  most	  offshore	  foragers,	  both	  are	  migratory	  species.	  By	  contrast,	  Gentoo	  penguins	  are	  inshore	  foragers	  (generally	  foraging	  ≤	  50	  km	  from	  the	  breeding	  colony)	  and	  sedentary	  (non-­‐migratory).	  Additionally,	  Gentoos	  have	  the	  widest	  biogeographic	  range	  of	  the	  three	  species,	  breeding	  from	  islands	  off	  the	  tip	  of	  South	  America	  (~46ºS)	  to	  the	  Antarctic	  Peninsula	  (~65oS;	  Williams,	  1995;	  Davis	  and	  Renner,	  2003).	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Perhaps	  related	  to	  this	  wide	  distribution	  is	  their	  high	  degree	  of	  plasticity	  in	  biology	  and	  breeding	  behavior,	  demonstrated	  by	  the	  fact	  that	  Gentoo	  body	  sizes,	  breeding	  timing,	  and	  growth	  rates	  are	  variable	  throughout	  their	  geographic	  range	  (Bost	  and	  Jouventin,	  1990;	  Lescroël	  et	  al.,	  2009).	  By	  contrast,	  Adélies	  have	  a	  more	  southern	  distribution	  and	  are	  the	  only	  pygoscelid	  species	  that	  breeds	  exclusively	  on	  Antarctica	  (Williams,	  1995;	  Davis	  and	  Renner,	  2003).	  	  Chinstrap	  penguins	  have	  an	  intermediate	  geographic	  distribution	  relative	  to	  the	  other	  two	  species,	  breeding	  in	  the	  Antarctic	  and	  sub-­‐Antarctic.	  	  Chick	  growth	  rates	  of	  pygoscelid	  species	  are	  particularly	  well	  documented	  where	  the	  three	  species	  breed	  sympatrically,	  and	  such	  research	  emphasizes	  their	  differences	  in	  breeding	  biology	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Trivelpiece	  et	  al.,	  1987;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  	  Previous	  studies	  have	  used	  several	  different	  metrics	  to	  determine	  absolute	  growth	  rates	  in	  pygoscelid	  chicks.	  	  For	  example,	  Volkman	  &	  Trivelpiece	  (1980)	  measured	  rates	  of	  lengthening	  of	  the	  flipper,	  middle	  toe,	  and	  culmen	  in	  chicks,	  as	  well	  as	  the	  amount	  of	  time	  it	  took	  chicks	  to	  grow	  from	  10%	  to	  90%	  of	  their	  adult	  weight	  (also	  called	  the	  growth	  constant).	  The	  authors	  found	  that	  Adélie	  chicks	  have	  the	  highest	  growth	  rates	  and	  Gentoos	  have	  the	  lowest.	  To	  date,	  however,	  no	  studies	  have	  correlated	  these	  results	  with	  patterns	  in	  the	  bone	  microstructure	  of	  pygoscelid	  species.	  	  	  Osteohistology	  is	  an	  effective	  tool	  for	  analyzing	  growth	  strategies	  in	  vertebrates,	  as	  specific	  bone	  microstructure	  features	  are	  largely	  related	  to	  growth	  rates.	  Amprino	  (1947)	  was	  the	  first	  to	  identify	  the	  relationship	  between	  growth	  rates	  and	  bone	  microstructure,	  and	  the	  concept	  now	  known	  as	  “Amprino’s	  rule”	  states	  that	  organisms	  with	  different	  growth	  rates	  record	  distinctive	  suites	  of	  characters	  in	  their	  bone	  microstructure.	  In	  the	  decades	  following	  Amprino’s	  seminal	  work,	  other	  researchers	  have	  used	  vascular	  canal	  orientation,	  primary	  osteon	  size,	  vascular	  canal	  density,	  vascularity,	  presence	  or	  absence	  of	  growth	  lines,	  and	  secondary	  bone	  reconstruction	  to	  infer	  relative	  growth	  rates	  of	  extinct	  and	  extant	  vertebrates	  (e.g.	  Botha	  and	  Chinsamy,	  2000;	  Castanet	  et	  al.,	  2000,	  2004;	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Margerie,	  2002;	  Starck	  and	  Chinsamy,	  2002;	  Griondot	  and	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Laurin,	  2003;	  Margerie	  et	  al.,	  2004;	  Boef	  and	  Larsson,	  2007).	  Subsequently,	  bone	  microstructure	  characteristics	  have	  been	  used	  to	  determine	  and	  characterize	  phylogeny	  (Houde,	  1987;	  Padian	  et	  al.,	  1995),	  ontogenetic	  states	  (Horner	  et	  al.,	  2000;	  Ricqles	  et	  al.,	  2001),	  functional	  morphology	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Margerie,	  2002;	  Goodwin	  and	  Horner,	  2004;	  Sander	  et	  al.,	  2006),	  and	  environmental	  stress	  (Starck	  and	  Chinsamy,	  2002;	  Margerie	  et	  al.,	  2004),	  leading	  to	  the	  identification	  of	  these	  four	  factors	  (phylogeny,	  ontogeny,	  functional	  morphology,	  and	  environment)	  as	  the	  primary	  influences	  on	  bone	  microstructure	  (Ricqles	  et	  al.,	  1991,	  2000;	  Horner	  et	  al.,	  2000).	  Of	  the	  four,	  environmental	  influence	  is	  arguably	  the	  least	  studied	  and	  understood.	  	  Given	  that	  Adélie,	  Chinstrap,	  and	  Gentoo	  penguins	  are	  closely	  related,	  share	  the	  same	  functional	  adaptations	  to	  flightlessness	  and	  wing-­‐propelled	  pursuit-­‐diving,	  and	  can	  all	  be	  placed	  in	  an	  ontogenetic	  framework,	  it	  is	  likely	  that	  differences	  in	  bone	  microstructure	  among	  species	  reflect	  environmental	  and	  behavioral	  adaptions.	  In	  light	  of	  their	  wide	  geographic	  range	  and	  variance	  in	  breeding	  behavior,	  Pygoscelis	  penguins	  are	  an	  ideal	  group	  for	  analyzing	  different	  behavioral,	  biological,	  and	  ecological	  effects	  on	  avian	  bone	  development.	  	   Considering	  the	  overall	  wealth	  of	  research	  on	  penguins	  and	  their	  popularity,	  surprisingly	  few	  studies	  have	  focused	  on	  the	  histology	  of	  penguin	  bones.	  Only	  one	  previous	  study	  has	  specifically	  considered	  pygoscelid	  bone	  histology.	  	  Meister	  (1962)	  analyzed	  the	  microstructure	  of	  Emperor,	  King,	  and	  Adélie	  adult,	  and	  King	  hatchling	  long	  bones,	  noting	  the	  pachyostotic	  nature	  of	  their	  bones,	  as	  well	  as	  distinct	  histologic	  patterns	  through	  the	  cortex.	  He	  identified	  zones	  of	  poorly	  vascularized	  lamellar	  bone	  in	  the	  inner	  cortex,	  densely	  vascularized	  primary	  bone	  in	  the	  mid-­‐cortex,	  and	  poorly	  vascularized	  lamellar	  bone	  in	  the	  outer	  cortex.	  Chinsamy	  et	  al.	  (1998a)	  sectioned	  Emperor	  and	  Humboldt	  penguin	  femora	  as	  extant	  comparisons	  in	  their	  analysis	  of	  Cretaceous	  marine	  birds.	  The	  authors	  noted	  the	  high	  vascularization	  and	  relatively	  small	  medullary	  cavities	  in	  the	  penguins	  and	  extinct	  birds	  studied,	  and	  broadly	  attributed	  these	  microstructure	  patterns	  to	  physiology	  and	  adaptations	  to	  flightlessness	  and	  diving	  (however	  it	  should	  be	  noted	  that	  the	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penguin	  specimens	  used	  in	  these	  two	  studies	  were	  procured	  from	  zoos,	  not	  wild	  populations).	  	  More	  recently,	  Margerie	  et	  al.	  (2004)	  studied	  growth	  rates	  and	  bone	  histology	  patterns	  in	  wild	  King	  penguin	  chicks	  during	  their	  most	  active	  growth	  phase.	  These	  researchers	  found	  that	  bone	  tissue	  dominated	  by	  different	  vascular	  canal	  patterns	  (vascular	  canals	  with	  radial,	  longitudinal,	  reticular	  and	  laminar/circumferential	  orientations)	  were	  associated	  with	  varying,	  but	  overlapping,	  growth	  rates.	  	  The	  particularly	  high	  bone	  development	  rates	  recorded	  in	  King	  Penguin	  chicks	  are	  hypothesized	  to	  relate	  to	  the	  unique	  life	  history	  of	  the	  species;	  King	  penguins	  must	  reach	  a	  large	  body	  size	  rapidly	  in	  order	  to	  survive	  the	  austral	  winter	  (including	  a	  period	  of	  fasting).	  	  As	  such,	  this	  is	  one	  of	  the	  few	  studies	  analyzing	  how	  environmental	  factors	  and	  breeding	  behavior	  affect	  bone	  growth.	  In	  the	  present	  study,	  I	  focus	  on	  the	  effects	  of	  environment	  and	  breeding	  biology	  on	  bone	  microstructure	  in	  a	  behaviorally	  and	  ecologically	  diverse	  penguin	  clade.	  To	  this	  end,	  I	  use	  pygoscelid	  penguin	  bones	  to	  increase	  our	  understanding	  of	  how	  differences	  in	  growth	  strategies	  and	  adaptations	  to	  different	  geographic	  ranges	  affect	  bone	  tissue	  development.	  	  I	  also	  compare	  bone	  microstructure	  data	  to	  results	  from	  previous	  research	  on	  pygoscelid	  chick	  growth	  to	  assess	  the	  various	  proxies	  for	  measuring	  growth	  dynamics,	  and	  determine	  how	  they	  relate	  to	  biological,	  ecological,	  and	  behavioral	  factors.	  	  
Material	  And	  Methods	  Because	  I	  am	  interested	  in	  the	  effects	  of	  environment	  and	  behavior	  on	  avian	  bone	  microstructure,	  it	  was	  important	  to	  use	  wild	  specimens	  for	  this	  study.	  Pygoscelis	  penguin	  bones	  were	  collected	  from	  breeding	  colonies	  on	  Antarctica,	  the	  Antarctic	  Peninsula,	  and	  the	  islands	  surrounding	  the	  Antarctic	  Peninsula	  (Figure	  17;	  Table	  4)	  by	  Dr.	  Steve	  Emslie	  (University	  of	  North	  Carolina,	  Wilmington),	  Dr.	  David	  Ainley	  (H.T.	  Harvey	  &	  Associates),	  and	  Dr.	  Kate	  Dugger	  (Oregon	  State	  University)	  for	  the	  purpose	  of	  histological	  analysis.	  	  Because	  long	  bones	  (humeri,	  ulnae,	  radii,	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femora,	  tibiae,	  fibulae)	  generally	  hold	  the	  longest	  growth	  record	  (e.g.	  Cubo	  et	  al.,	  2005),	  femora	  and	  tibiotarsi	  were	  used	  in	  this	  study	  (Figure	  18).	  Three	  femora	  and	  three	  tibiotarsi	  of	  Gentoo	  penguins	  from	  the	  Antarctic	  Peninsula	  region	  were	  analyzed.	  Three	  femora	  and	  three	  tibiotarsi	  of	  Adélie	  penguins	  were	  analyzed;	  leg	  bones	  of	  Adélie	  specimens	  were	  collected	  from	  two	  individuals	  from	  Antarctic	  Peninsula	  and	  one	  individual	  from	  populations	  further	  south	  on	  Antarctica.	  Four	  femora	  and	  four	  tibiotarsi	  of	  Chinstrap	  penguins	  were	  analyzed;	  all	  four	  Chinstrap	  specimens	  are	  from	  the	  Antarctic	  Peninsula	  and	  surrounding	  islands	  (Figure	  17;	  Table	  4).	  All	  leg	  bones	  were	  collected	  from	  skeletons	  of	  already	  dead	  individuals	  and	  femora	  and	  tibiotarsi	  with	  the	  same	  specimen	  number	  were	  taken	  from	  the	  same	  individual.	  Because	  the	  age	  of	  individuals	  were	  unknown	  at	  the	  time	  of	  death,	  ontogenetic	  stages	  of	  individuals	  were	  determined	  by	  histologic	  analysis	  (see	  discussion	  below;	  Table	  4).	  Despite	  size	  similarities	  among	  limb	  bones	  for	  each	  species	  (Appendix	  B),	  microstructure	  analysis	  indicates	  that	  two	  Gentoo	  penguins	  were	  juveniles	  at	  the	  time	  of	  death.	  	  
	  
Figure	  17.	  Map	  of	  Antarctica	  (inset)	  and	  the	  Antarctic	  Peninsula	  and	  its	  surrounding	  islands	  showing	  the	  localities	  where	  Adélie,	  Chinstrap,	  and	  Gentoo	  penguin	  specimens	  used	  in	  this	  study	  were	  collected.	  See	  Table	  4	  for	  more	  locality	  information.	  (Image	  source:	  NASA)	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Figure	  18.	  	  Femora	  of	  Chinstrap	  (top),	  Gentoo	  (middle),	  and	  Adélie	  (bottom)	  penguins.	  Scale	  bar	  =	  5	  cm.	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Prior	  to	  thin	  sectioning,	  all	  femora	  and	  tibiotarsi	  were	  photographed,	  measured,	  molded,	  and	  cast	  for	  data	  preservation	  purposes.	  Measurements	  of	  sampled	  specimens	  are	  provided	  in	  Appendix	  B.	  Bones	  were	  soaked	  in	  a	  buffered	  formalin	  solution	  for	  up	  to	  a	  week,	  followed	  by	  the	  removal	  of	  a	  mid-­‐diaphysis	  section	  from	  each	  bone	  using	  a	  circular	  diamond	  saw	  (a	  Buehler	  Isomet	  saw	  with	  a	  Norton	  diamond	  saw	  blade).	  Mid-­‐diaphysis	  sections	  of	  long	  bones	  are	  commonly	  used	  for	  histological	  analysis,	  as	  they	  are	  least	  modified	  through	  ontogeny	  by	  cortical	  drift,	  primary	  bone	  resorption,	  and	  secondary	  bone	  development	  (e.g.	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Cubo	  et	  al.,	  2005);	  using	  the	  mid-­‐diaphysis	  also	  avoids	  areas	  of	  major	  muscle	  attachments.	  Cut	  bone	  sections	  were	  defatted	  in	  diluted	  stain	  remover	  (Zout)	  and	  dehydrated	  in	  graded	  ethanol	  solutions	  (70%,	  80%,	  100%)	  prior	  to	  embedding	  in	  a	  two-­‐part	  plastic	  resin	  (Struers	  EPOES	  Epofix).	  Four	  sections	  were	  cut	  from	  each	  embedded	  bone	  fragment	  in	  serial	  sections	  and	  were	  mounted	  to	  frosted	  glass	  slides	  using	  2-­‐ton	  epoxy	  (Devcon).	  Sections	  were	  then	  ground	  to	  optical	  thickness	  using	  a	  grinder/polisher	  (Buehler	  Ecomet	  III)	  with	  graded	  abrasive	  papers	  and	  polished	  with	  a	  5μm	  aluminum	  oxide	  powder.	  Temporary	  glass	  coverslips	  were	  applied	  to	  some	  samples	  with	  immersion	  oil	  for	  photographing.	  	   Thin	  sections	  were	  analyzed	  with	  a	  Leica	  DMR	  microscope	  (Leica	  Microsystems)	  and	  photographed	  at	  50x	  using	  a	  SPOT	  RT	  Slider	  digital	  camera	  system.	  	  Observations	  were	  made	  and	  photographs	  were	  taken	  under	  plain	  and	  polarized	  light	  to	  observe	  different	  histologic	  features	  (collagen	  fiber	  orientation,	  for	  example,	  is	  best	  observed	  under	  polarized	  light).	  Images	  were	  compiled	  using	  ImageJ	  image	  processing	  software	  and	  edited	  in	  Adobe	  Photoshop.	  Eighty	  slides	  were	  prepared	  from	  20	  bones	  of	  10	  individuals	  for	  this	  analysis.	  	  	   The	  principle	  histological	  characters	  considered	  in	  this	  study	  are	  vascular	  canal	  orientation,	  vascular	  density,	  and	  cortical	  bone	  area	  (Figure	  19;	  Table	  4).	  	  Vascular	  canals	  are	  described	  as	  being	  radial	  (perpendicular	  to	  the	  long	  axis	  of	  the	  bone),	  reticular	  (anastomosing),	  longitudinal	  (parallel	  to	  the	  long	  axis),	  or	  circumferential	  (parallel	  to	  the	  periosteal	  surface)	  in	  orientation	  (sensu	  Ricqles	  et	  al.,	  1991).	  Vascular	  density	  is	  calculated	  as	  the	  number	  of	  vascular	  canals	  per	  mm2	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of	  cortical	  bone.	  Canals	  running	  through	  secondary	  osteons	  are	  included	  in	  vascular	  density	  measurements	  because	  secondary	  bone	  deposition	  initiates	  from	  vascular	  canals	  (Ricqles	  et	  al.,	  1991).	  	  Vascular	  density	  and	  cortical	  bone	  area	  were	  quantified	  using	  the	  ImageJ	  plugin	  ObjectJ.	  Cortical	  bone	  area	  is	  the	  area	  of	  the	  entire	  cross	  section	  minus	  the	  area	  taken	  up	  by	  the	  medullary	  cavity	  -­‐	  the	  resulting	  area	  represents	  the	  amount	  of	  bone	  between	  the	  periosteal	  and	  endosteal	  surfaces.	  	  Vascular	  canal	  density	  and	  cortical	  area	  were	  quantified	  for	  multiple	  cross	  sections	  from	  each	  bone,	  and	  an	  average	  was	  taken	  to	  use	  in	  inter-­‐	  and	  intraspecific	  comparisons	  (Table	  4).	  	  The	  relative	  extent	  of	  secondary	  reconstruction	  was	  also	  noted	  for	  each	  specimen.	  Erosion	  cavities	  represent	  where	  primary	  cortical	  bone	  has	  been	  resorbed;	  secondary	  bone	  (also	  called	  Haversian	  bone)	  later	  fills	  in	  the	  erosion	  cavities,	  resulting	  in	  a	  different	  bone	  matrix	  observable	  under	  plain	  and	  polarized	  light.	  	   Specimens	  used	  in	  this	  analysis	  are	  accessioned	  into	  the	  University	  of	  Colorado	  Museum	  of	  Natural	  History	  (UCM)	  paleontology	  collections	  (UCM	  104120;	  104144—104149)	  and	  the	  University	  of	  North	  Carolina,	  Wilmington	  (UNCW)	  Ornithology	  Collection	  (UNCW	  B963,	  B979,	  B980).	  Slides,	  molds,	  and	  casts	  are	  housed	  in	  the	  UCM	  Paleontology	  Collection.	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Figure	  19.	  Cortical	  bone	  of	  Gentoo	  penguin	  illustrating	  typical	  avian	  microstructure	  features.	  (A)	  Endosteal	  lamellar	  bone	  (ELB);	  (B)	  Longitudinal	  vascular	  canal;	  (C)	  Erosion	  cavity;	  (D)	  Radial	  vascular	  canal;	  (E)	  Reticular	  vascular	  canal;	  (F)	  Outer	  circumferential	  bone.	  Specimen	  figured	  is	  UNCW	  B980.	  Scale	  bar	  is	  500	  μm.	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Results	  All	  penguin	  specimens	  in	  this	  study	  are	  characterized	  by	  fibrolamellar	  bone,	  which	  is	  typical	  of	  fast-­‐growing	  endotherms	  (see	  Ricqles	  et	  al.,	  1991)	  and	  combines	  densely	  vascularized	  woven	  and	  lamellar	  bone	  of	  periosteal	  origin.	  This	  agrees	  with	  results	  from	  previous	  penguin	  histology	  analyses	  (Meister,	  1962;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Margerie	  et	  al.,	  2004).	  As	  noted	  by	  Meister	  (1962),	  the	  cortex	  of	  most	  specimens	  can	  be	  divided	  into	  three	  general	  zones:	  an	  outer	  circumferential	  layer	  (OCL;	  also	  referred	  to	  at	  the	  external	  fundamental	  system,	  sensu	  Cormack,	  1987;	  Figure	  19)	  characterized	  by	  lamellar	  bone	  with	  few	  to	  no	  vascular	  canals,	  flattened	  osteocytes,	  and	  parallel-­‐oriented	  collagen	  fibers;	  a	  middle	  zone	  of	  highly	  vascularized	  fibrolamellar	  bone	  and	  vascular	  canals	  of	  various	  orientations;	  and	  an	  inner	  zone	  of	  endosteal	  lamellar	  bone	  (ELB)	  with	  low	  or	  no	  vascularization,	  flattened	  osteocytes,	  and	  parallel-­‐fibered	  lamellar	  bone	  that	  separates	  the	  cortex	  from	  the	  medullary	  cavity.	  	  Overall,	  vascular	  canal	  patterns	  were	  largely	  similar	  among	  the	  same	  skeletal	  elements	  from	  specimens	  of	  the	  same	  species;	  however,	  differences	  are	  evident	  between	  femora	  and	  tibiotarsi	  from	  the	  same	  individuals.	  Additionally,	  interspecific	  differences	  are	  found	  in	  vascular	  canal	  orientations	  and	  vascular	  canal	  densities	  within	  the	  mid-­‐cortex	  fibrolamellar	  bone.	  A	  summary	  of	  some	  key	  bone	  microstructure	  characters	  observed	  and	  measured	  in	  the	  femora	  and	  tibiotarsi	  of	  each	  individual	  is	  provided	  in	  Table	  4.	  More	  detailed	  descriptions	  are	  provided	  in	  the	  text	  below.	  	  
Adélie	  Penguin	  (Pygoscelis	  adeliae)	  
Femur.	  The	  cortex	  of	  the	  Adélie	  penguin	  femur	  is	  comprised	  of	  fibrolamellar	  tissue	  with	  a	  predominantly	  longitudinal	  vascular	  canal	  orientation	  (Figures	  20A,	  21A-­‐C).	  	  Some	  reticular-­‐oriented	  vascular	  canals	  are	  apparent	  through	  the	  cortex,	  as	  well.	  	  The	  overall	  vascular	  canal	  density	  is	  intermediate	  of	  the	  three	  pygoscelid	  species	  (Table	  4),	  with	  a	  decrease	  in	  vascular	  canal	  number	  and	  size	  towards	  the	  periosteal	  surface	  of	  the	  bone.	  A	  well-­‐developed	  OCL,	  (Figure	  21B,	  C)	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composed	  of	  characteristic	  lamellar	  bone	  with	  parallel-­‐oriented	  collagen	  fibers,	  reduced	  number	  of	  vascular	  canals,	  and	  flattened	  (versus	  globular)	  osteocytes,	  is	  apparent	  along	  the	  periosteal	  surface	  of	  all	  Adélie	  femora	  analyzed.	  A	  well-­‐developed	  zone	  of	  endosteal	  lamellar	  bone	  is	  also	  present	  along	  the	  entire	  endosteal	  margin	  of	  all	  femora.	  The	  medullary	  cavity	  of	  all	  specimens	  is	  completely	  open	  and	  devoid	  of	  trabeculae	  or	  cancellous	  bone	  (Figure	  20A).	  
	  
Figure	  20.	  Composite	  images	  of	  pygoscelid	  penguin	  femora	  cross-­‐sections	  showing	  various	  vascular	  canal	  patterns	  and	  medullary	  bone	  development.	  (A)	  Adult	  Adélie	  specimen	  UCM	  104148.	  (B)	  Adult	  Chinstrap	  specimen	  B963.	  (C)	  Adult	  Gentoo	  specimen	  B980.	  (D)	  Juvenile	  Gentoo	  specimen	  UCM	  104147.	  Scale	  bar	  on	  all	  images	  is	  1mm.	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Figure	  21.	  Osteohistology	  of	  Adélie	  penguin	  long	  bones:	  lower	  latitude	  Adélie	  femur	  under	  (A)	  plain	  and	  (B)	  polarized	  light	  (UCM	  104148);	  higher	  latitude	  Adélie	  (C)	  femur	  and	  (D)	  tibiotarsus	  under	  plain	  light	  (UCM	  104149);	  lower	  latitude	  tibiotarsus	  under	  (E)	  plain	  and	  (F)	  polarized	  light	  (UCM	  104148).	  All	  specimens	  show	  a	  well-­‐developed	  outer	  circumferential	  layer	  denoting	  skeletal	  maturity,	  which	  is	  particularly	  evident	  under	  polarized	  light.	  Single	  arrows	  indicated	  the	  OCL	  and	  double	  arrows	  indicate	  the	  ELB.	  All	  scale	  bars	  are	  500	  μm.	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Erosion	  of	  primary	  bone,	  resulting	  in	  erosion	  cavities	  of	  various	  sizes,	  is	  common	  in	  the	  inner	  cortex	  of	  the	  Adélie	  femur.	  Some	  erosion	  cavities	  are	  embedded	  in	  the	  ELB;	  smaller	  areas	  of	  primary	  bone	  erosion	  extend	  into	  the	  mid-­‐cortex,	  but	  are	  not	  common	  in	  the	  outer	  third	  of	  the	  cortex.	  Secondary	  bone	  had	  begun	  to	  fill	  in	  some	  of	  these	  erosion	  cavities	  by	  the	  time	  of	  death	  in	  all	  sampled	  Adélie	  penguins.	  Secondary	  reconstruction	  is	  also	  common	  throughout	  the	  entire	  femur	  cortex.	   Adélie	  penguins	  are	  the	  only	  species	  in	  this	  analysis	  with	  specimens	  collected	  from	  the	  northernmost	  and	  southernmost	  extent	  of	  their	  geographic	  range.	  	  The	  femur	  from	  the	  individual	  from	  Ross	  Island	  (~77ºS;	  UCM	  104149;	  Table	  4;	  Figure	  21C)	  has	  a	  similar	  vascular	  canal	  density	  and	  cortical	  bone	  area	  compared	  to	  those	  from	  the	  more	  northern	  Antarctic	  Peninsula	  region	  (~64ºS;	  UCM	  104148	  and	  UCM	  104120;	  Table	  4;	  Figure	  21A,B),	  and	  the	  vascular	  canal	  patterns	  are	  also	  similar	  among	  all	  specimens.	  	  
Tibiotarsus.	  The	  Adélie	  tibiotarsal	  microstructure	  is	  similar	  to	  that	  of	  the	  femur	  in	  the	  prevalence	  of	  longitudinal	  vascular	  canals	  embedded	  in	  well	  vascularized	  woven	  bone	  tissue	  (Figure	  21D-­‐F).	  However	  there	  is	  less	  variation	  in	  vascular	  canal	  orientation	  than	  in	  the	  femora,	  as	  only	  a	  few	  reticular	  canals	  are	  scattered	  through	  the	  cortex.	  Vascular	  canal	  density	  is	  on	  average	  lower	  in	  the	  Adélie	  tibiotarsi	  (in	  specimens	  from	  both	  northern	  and	  southern	  populations)	  compared	  to	  the	  tibiotarsi	  of	  the	  other	  pygoscelid	  species	  (Table	  4).	  The	  Adélie	  tibiotarsi	  analyzed	  have	  varying	  amounts	  of	  primary	  bone	  erosion	  (preserved	  as	  erosion	  cavities)	  throughout	  the	  inner	  half	  of	  the	  cortex,	  but	  all	  specimens	  have	  a	  high	  degree	  of	  secondary	  bone	  throughout	  the	  entire	  cortex.	  Thickness	  and	  degree	  of	  development	  of	  the	  OCL	  varies	  among	  specimens,	  but	  is	  present	  in	  all	  tibiotarsi	  analyzed.	  A	  well-­‐developed	  ELB	  layer	  is	  also	  present	  in	  all	  Adélie	  tibiotarsi.	  	  	   The	  Adélie	  tibiotarsus	  from	  the	  southern	  locality	  (UCM	  104149)	  has	  a	  slightly	  higher	  vascular	  canal	  density	  than	  those	  from	  the	  more	  northern	  localities	  (UCM	  104148	  and	  UCM	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104120;	  Table	  4).	  	  However,	  no	  notable	  differences	  in	  cortical	  bone	  area	  or	  vascular	  canal	  orientations	  are	  observed	  in	  bones	  from	  different	  latitudes.	  	  	  
Chinstrap	  Penguin	  (Pygoscelis	  antarctica)	  
Femur.	  The	  primary	  bone	  in	  the	  cortex	  of	  the	  Chinstrap	  femur	  is	  characterized	  by	  fibrolamellar	  tissue	  with	  a	  vascular	  framework	  dominated	  by	  longitudinally-­‐oriented	  vascular	  canals	  (Figures	  20B;	  22A,B).	  	  Some	  anastomosing	  vascular	  canals	  are	  located	  in	  the	  outer	  cortex,	  resulting	  in	  a	  more	  reticular	  vascularization	  pattern	  in	  periosteal	  portions	  of	  the	  cortex.	  Chinstrap	  femora	  have	  lower	  vascular	  canal	  density	  than	  the	  Gentoos	  (Table	  4).	  All	  Chinstrap	  femora	  show	  a	  distinct	  outer	  circumferential	  layer	  as	  well	  as	  a	  distinct	  ELB	  layer	  in	  the	  inner	  cortex	  and	  lining	  the	  medullary	  cavity	  (when	  present).	  	  
	  
Figure	  22.	  Osteohistology	  of	  Chinstrap	  penguin	  long	  bones:	  Chinstrap	  femur	  under	  (A)	  plain	  and	  (B)	  polarized	  light	  (UNCW	  B963);	  Chinstrap	  tibiotarsus	  under	  (C)	  plain	  and	  (D)	  polarized	  light	  (UNCW	  B979).	  All	  specimens	  show	  a	  well-­‐developed	  outer	  circumferential	  later	  denoting	  skeletal	  maturity,	  which	  is	  particularly	  evident	  under	  polarized	  light.	  Single	  arrows	  indicated	  the	  OCL	  and	  double	  arrows	  indicate	  the	  ELB.	  All	  scale	  bars	  are	  500	  μm.	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Various	  stages	  of	  secondary	  reconstruction	  are	  observed	  throughout	  the	  cortex	  of	  the	  Chinstrap	  penguin	  femora,	  but	  large	  erosion	  cavities	  are	  common	  only	  in	  the	  inner	  cortex.	  These	  areas	  show	  obvious	  signs	  of	  resorption	  of	  original	  primary	  bone,	  with	  secondary	  deposition	  of	  lamellar	  bone	  along	  the	  inner	  margin	  of	  the	  eroded	  regions.	  Secondary	  osteons	  are	  fairly	  common	  in	  the	  outer	  half	  of	  the	  cortex,	  and	  are	  often	  characterized	  by	  a	  reversal	  line	  and	  well	  organized	  collagen	  fibers	  and	  osteocytes	  in	  the	  bone	  deposited	  around	  the	  Haversian	  canal.	  Of	  note,	  two	  Chinstrap	  specimens	  included	  in	  this	  analysis	  lack	  an	  open	  medullary	  cavity	  (UMC	  104144;	  UNCW	  B963;	  Figure	  20B);	  rather	  the	  central	  portion	  of	  the	  shaft	  is	  filled	  with	  cancellous	  bone.	  Despite	  the	  absence	  of	  an	  open	  medullary	  cavity,	  ELB	  is	  still	  present	  within	  the	  cancellous	  bone	  filling	  the	  medullary	  cavity	  and	  extending	  into	  the	  endosteal	  region	  of	  the	  cortical	  bone.	  Because	  of	  the	  spongiose	  nature	  of	  the	  marrow	  cavity,	  ELB	  does	  not	  occur	  as	  a	  distinct	  layer	  as	  in	  other	  specimens,	  instead	  its	  presence	  and	  thickness	  vary	  locally	  throughout	  the	  central	  femur	  shaft.	  	  By	  comparison,	  the	  other	  Chinstrap	  long	  bones	  (UNC	  B979,	  UCM	  104145)	  have	  an	  open	  central	  cavity	  with	  ELB	  of	  more	  uniform	  in	  thickness	  and	  distribution	  around	  the	  endosteal	  margin	  of	  the	  cortex.	  Similar	  medullary	  cavity	  features	  have	  been	  noted	  in	  other	  adult	  and	  juvenile	  penguin	  bones	  (Meister,	  1962;	  Margerie	  et	  al.,	  2004).	  	  
Tibiotarsus.	  The	  vascular	  canal	  patterns	  observed	  in	  the	  Chinstrap	  tibiotarsi	  are	  similar	  to	  the	  femora:	  longitudinally-­‐oriented	  vascular	  canals	  dominate	  the	  cortex	  of	  the	  Chinstrap	  penguin	  tibiotarsus,	  with	  some	  reticular	  canals	  scattered	  through	  the	  mid-­‐cortex	  (Figure	  22C,D).	  	  Large	  areas	  of	  primary	  bone	  erosion	  characterize	  the	  inner	  cortex,	  and	  secondary	  reconstruction	  is	  present	  throughout	  the	  entire	  cortex.	  Distinct	  areas	  of	  OCL	  bone	  and	  ELB	  are	  present	  in	  all	  analyzed	  specimens.	  Chinstrap	  specimens	  that	  do	  not	  have	  an	  open	  medullary	  cavity	  in	  the	  femur	  (UMC	  104144;	  UNCW	  B963)	  also	  lack	  an	  open	  cavity	  in	  the	  tibiotarsus.	  As	  observed	  in	  the	  femora	  of	  these	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individuals,	  the	  marrow	  cavity	  is	  filled	  with	  heavily	  reconstructed	  cancellous	  bone.	  However,	  a	  thick	  layer	  of	  ELB	  is	  still	  present	  in	  the	  inner	  cortex,	  as	  in	  the	  other	  Chinstrap	  tibiotarsi.	  	  
Gentoo	  Penguin	  (Pygoscelis	  papua)	  
Femur.	  Vascular	  canal	  orientation	  is	  more	  variable	  in	  the	  Gentoo	  penguin	  femur	  cortex	  than	  in	  the	  Adélie	  or	  Chinstrap	  femur;	  radial,	  longitudinal,	  and	  reticular	  canals	  are	  observed	  through	  the	  cortex	  of	  all	  femora	  (Figures	  20C,D;	  23A,B,D,F).	  However,	  differences	  are	  observed	  among	  the	  three	  specimens	  analyzed	  for	  this	  species.	  Histologic	  patterns	  in	  UCM	  104147	  (Figure	  23E)	  and	  UCM	  104146	  (Figure	  23G)	  are	  more	  similar	  to	  each	  then	  they	  are	  to	  UNCW	  B980	  (Figure	  23A,B).	  In	  Gentoo	  specimen	  UNCW	  B980	  the	  outer	  cortical	  bone	  has	  a	  high	  vascular	  density	  dominated	  by	  radial	  vascular	  canals,	  whereas	  the	  inner	  cortical	  bone	  has	  lower	  vascularity	  with	  sparsely	  scattered	  longitudinal	  canals	  (Figure	  23A,B).	  Longitudinal	  and	  reticular	  canals	  are	  also	  present,	  with	  a	  lower	  density	  of	  longitudinal	  canals	  along	  the	  periosteal	  surface.	  Gentoo	  femur	  UNCW	  B980	  has	  a	  higher	  calculated	  vascular	  canal	  density	  than	  that	  calculated	  for	  any	  of	  the	  Adélie	  or	  Chinstrap	  specimens	  (Table	  4).	  A	  thin	  outer	  circumferential	  layer	  is	  observed	  along	  most	  of	  the	  periosteal	  margin	  of	  the	  femur,	  but	  does	  not	  encircle	  the	  entire	  bone	  perimeter.	  It	  is	  unclear	  if	  this	  is	  due	  to	  post-­‐mortem	  alteration	  or	  a	  sporadic	  lack	  of	  OCL	  formation.	  Longitudinal	  canals	  are	  observed	  along	  the	  periosteal	  surface	  in	  areas	  lacking	  OCL	  bone,	  but,	  where	  present,	  the	  OCL	  is	  largely,	  if	  not	  completely,	  avascular	  (Figure	  23A,B).	  The	  ELB	  of	  UNCW	  B980	  varies	  in	  thickness	  along	  the	  open	  medullary	  cavity	  (Figure	  20C),	  but	  is	  generally	  a	  relatively	  thin	  layer	  in	  this	  specimen.	  Erosion	  cavities	  are	  sparse,	  relatively	  small,	  and	  only	  observed	  in	  the	  inner	  third	  of	  the	  cortex;	  no	  erosion	  cavities	  are	  found	  in	  the	  outer	  cortex.	  Secondary	  reconstruction	  is	  present	  in	  the	  Gentoo	  femur,	  but	  there	  is	  less	  erosion	  of	  primary	  bone	  and	  deposition	  of	  secondary	  bone	  than	  observed	  in	  the	  Chinstrap	  and	  Adélie	  femora	  used	  in	  this	  study.	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Figure	  23.	  Osteohistology	  of	  Gentoo	  penguin	  long	  bones:	  adult	  Gentoo	  femur	  under	  (A)	  plain	  and	  (B)	  polarized	  light	  (B980);	  adult	  Gentoo	  tibiotarsus	  under	  (C)	  plain	  and	  (D)	  polarized	  light	  (UNCW	  B980).	  Development	  of	  and	  outer	  circumferential	  layer	  in	  B980	  indicates	  skeletal	  maturity	  in	  this	  specimen.	  	  Juvenile	  Gentoo	  (E)	  femur	  and	  (F)	  tibiotarsus	  under	  plain	  light	  (UCM	  104147).	  Juvenile	  Gentoo	  (G)	  femur	  and	  (H)	  tibiotarsus	  under	  plain	  light	  (UCM	  104146).	  The	  lack	  of	  an	  outer	  circumferential	  layer	  of	  bone	  in	  UCM	  104147	  and	  UCM	  104146	  indicate	  that	  these	  individuals	  had	  not	  reached	  skeletal	  maturity	  by	  the	  time	  of	  death.	  Single	  arrows	  indicate	  the	  OCL.	  All	  scale	  bars	  are	  500	  μm.	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   The	  other	  two	  femora	  analyzed	  are	  sub-­‐adult	  specimens	  (UCM	  104147	  shown	  in	  Figure	  23E;	  UCM	  104146	  shown	  in	  Figure	  23G)	  and	  have	  similar	  variability	  in	  vascular	  canal	  orientation	  as	  UNCW	  B980,	  but	  have	  a	  reduced	  degree	  of	  primary	  bone	  deposition	  and	  development.	  Both	  lack	  an	  OCL	  and	  ELB.	  Radial	  and	  longitudinal	  vascular	  canals	  still	  dominate	  the	  vascularity	  of	  the	  cortex,	  but	  vascular	  canals	  are	  large,	  especially	  in	  UCM	  104146,	  where	  primary	  bone	  had	  not	  completely	  filled	  in	  the	  primary	  osteons	  prior	  to	  death.	  Vascular	  canals	  are	  present	  along	  the	  outer-­‐most	  surface	  of	  the	  bone,	  leaving	  a	  rough	  periosteal	  surface,	  rather	  than	  a	  smooth	  surface	  with	  avascular	  lamellar	  bone	  as	  in	  specimens	  having	  an	  OCL.	  	  Gentoo	  femur	  UCM	  104146	  has	  spongiose	  cancellous	  bone	  throughout	  the	  medullary	  cavity	  (Figure	  20D)	  and	  no	  ELB.	  UCM	  104146	  also	  lacks	  erosion	  cavities	  and	  secondary	  remodeling.	  Although	  the	  medullary	  cavity	  is	  mostly	  open,	  UCM	  104147	  also	  lacks	  a	  layer	  of	  ELB	  along	  the	  endosteal	  margin	  of	  the	  cortex.	  This	  specimen	  has	  small	  and	  medium	  sized	  erosion	  cavities	  in	  the	  inner	  cortex	  with	  some	  secondary	  bone	  deposition,	  but	  few	  secondary	  osteons	  are	  observed	  in	  the	  cortex.	  	  
Tibiotarsus.	  The	  microstructure	  of	  the	  Gentoo	  tibiotarsi	  is	  distinctively	  different	  from	  that	  of	  the	  Gentoo	  femora.	  	  Longitudinal	  and	  reticular	  vascular	  canals	  characterize	  the	  Gentoo	  penguin	  tibiotarsus	  (Figure	  23C,D,F,H),	  and	  the	  radially-­‐oriented	  vascular	  canals	  observed	  in	  the	  femora	  are	  not	  found	  in	  the	  cortex	  of	  any	  Gentoo	  tibiotarsi	  analyzed	  in	  this	  study.	  As	  in	  the	  femora,	  ontogenetic	  differences	  are	  noted	  between	  the	  adult	  UNCW	  B980	  and	  sub-­‐adult	  UCM	  104146	  and	  UCM	  104147	  tibiotarsi.	  The	  tibiotarsus	  of	  Gentoo	  UNCW	  B980	  has	  the	  highest	  vascular	  density	  and	  cortical	  bone	  area	  of	  all	  Pygoscelis	  tibiotarsi	  analyzed,	  but	  average	  vascular	  canal	  density	  is	  lower	  than	  in	  the	  femur	  (Table	  4;	  Figure	  23C,D).	  	  Large	  erosion	  cavities	  are	  associated	  with	  the	  inner	  cortex	  and	  Haversian	  canals	  are	  abundant	  in	  the	  outer	  cortex,	  demonstrating	  higher	  overall	  secondary	  reconstruction	  in	  the	  tibiotarsus	  than	  the	  femur.	  	  A	  thin	  OCL	  almost	  completely	  encircles	  the	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periosteal	  surface	  and	  a	  thin	  layer	  of	  ELB	  lines	  the	  endosteal	  surface	  of	  the	  cortex,	  separating	  cortical	  bone	  from	  a	  completely	  open	  medullary	  cavity.	  As	  in	  the	  femora,	  neither	  UCM	  104146	  nor	  UCM	  104147	  tibiotarsi	  has	  an	  OCL	  or	  ELB	  zone	  (Figure	  23F,H),	  and	  the	  medullary	  cavities	  also	  contain	  unresorbed	  cancellous	  bone.	  Additionally,	  the	  overall	  degree	  of	  secondary	  remodeling	  (development	  of	  erosion	  cavities	  and	  Haversian	  canals)	  in	  the	  tibiotarsi	  of	  these	  two	  specimens	  is	  similar	  to	  what	  is	  observed	  in	  the	  femora	  of	  the	  same	  individuals.	  	  
Discussion	  As	  noted	  above,	  previous	  research	  has	  shown	  that	  phylogeny,	  ontogeny,	  function,	  and	  environment	  are	  the	  main	  factors	  that	  should	  be	  taken	  into	  account	  when	  interpreting	  internal	  bone	  structure	  in	  relation	  to	  growth	  rates	  (e.g.	  Ricqles	  et	  al.,	  1991,	  2000;	  Horner	  et	  al.,	  2000).	  	  The	  close,	  monophyletic	  evolutionary	  history	  of	  Adélie,	  Chinstrap,	  and	  Gentoo	  penguins	  (Baker	  et	  al.,	  2006;	  Ksepka	  et	  al.,	  2006;	  Clarke	  et	  al.,	  2007;	  Figure	  16)	  means	  that	  phylogenetic	  effects	  are	  not	  likely	  to	  account	  for	  significant	  microstructural	  differences	  observed	  among	  the	  leg	  bones	  of	  these	  species.	  	  Likewise,	  the	  identification	  of	  the	  ontogenetic	  stage	  of	  each	  specimen,	  and	  the	  use	  of	  only	  skeletally-­‐mature	  specimens	  for	  interspecific	  comparison,	  allows	  for	  comparisons	  of	  bone	  microstructure	  within	  an	  ontogenetic	  framework.	  Lastly,	  because	  all	  three	  pygoscelid	  species	  share	  the	  same	  functional	  adaptations	  to	  flightless,	  wing-­‐propelled,	  pursuit-­‐diving	  (including	  thickened	  cortical	  bone),	  functional	  effects	  on	  microstructure	  should	  be	  similar	  in	  the	  same	  skeletal	  elements	  among	  species.	  	  This	  leaves	  different	  environmental	  and	  behavioral	  adaptations	  for	  each	  species	  as	  likely	  causes	  for	  observed	  variations	  in	  bone	  microstructure	  patterns.	  	  The	  thickened	  cortex	  of	  penguin	  bone	  provides	  an	  added	  benefit	  by	  permitting	  more	  complete	  reconstructions	  of	  avian	  growth	  histories.	  The	  thinner	  cortical	  bone	  of	  volant	  birds	  undergoes	  extensive	  endosteal	  resorption	  early	  in	  ontogeny,	  often	  preventing	  researchers	  from	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studying	  earlier	  ontogenetic	  stages	  in	  skeletally	  mature	  individuals.	  However,	  the	  thicker	  cortex	  associated	  with	  flightlessness	  in	  penguins	  holds	  a	  longer	  record	  of	  an	  individual’s	  growth	  because	  the	  bone	  laid	  down	  in	  early	  ontogenetic	  stages	  persists	  even	  after	  the	  attainment	  of	  skeletal	  maturity	  (see	  Ricqles	  et	  al.,	  2000,	  2003).	  	  	  Overall,	  Adélie	  and	  Chinstrap	  histologic	  patterns	  are	  more	  similar	  to	  each	  other	  than	  either	  is	  to	  the	  Gentoo	  patterns,	  especially	  in	  the	  femora.	  The	  Adélie	  and	  Chinstrap	  femora	  have	  lower	  vascular	  canal	  densities	  than	  the	  Gentoo	  penguin	  femora.	  	  In	  terms	  of	  vascular	  patterns,	  longitudinal	  vascular	  canals	  are	  dominant	  in	  Adélie	  and	  Chinstrap	  bones,	  with	  some	  reticular	  canals	  present	  in	  the	  outer	  cortex	  of	  these	  two	  species.	  In	  contrast,	  Gentoo	  femora	  are	  characterized	  by	  more	  radial	  and	  reticular	  oriented	  canals	  than	  those	  in	  the	  other	  two	  congeners	  (Table	  4).	  	  While	  this	  more	  varied	  vascular	  pattern	  may	  be	  related	  to	  the	  juvenile	  ontogenetic	  stage	  of	  two	  of	  the	  Gentoo	  specimens	  (UCM	  104146	  and	  UCM	  104147;	  see	  below	  for	  discussion	  of	  ontogeny),	  radial	  bone	  is	  present	  in	  all	  Gentoo	  femora.	  The	  tibiotarsi,	  on	  the	  other	  hand,	  are	  more	  similar	  in	  vascular	  density	  and	  vascular	  canal	  orientation	  among	  all	  three	  species.	  	  The	  fact	  that	  differences	  in	  histologic	  patterns	  are	  observed	  between	  the	  femur	  and	  tibiotarsus	  from	  the	  same	  penguin	  individual	  is	  not	  surprising	  given	  that	  growth	  rates	  and	  function	  response	  of	  tissue	  types	  are	  variable	  not	  only	  between	  species,	  but	  also	  within	  and	  between	  bones	  of	  the	  same	  individual	  (e.g.	  Castanet	  et	  al.	  2000;	  Margerie	  et	  al.	  2002;	  2004).	  	  	  
Ontogenetic	  stage	  of	  specimens	  Because	  the	  penguin	  specimens	  used	  in	  this	  study	  were	  already	  deceased	  when	  their	  bones	  were	  collected,	  the	  exact	  age	  of	  each	  individual	  at	  the	  time	  of	  death	  is	  unknown.	  	  Despite	  this,	  bone	  histology	  can	  be	  used	  to	  determine	  whether	  a	  vertebrate	  (with	  determinate	  growth)	  had	  reached	  skeletal	  maturity	  (i.e.	  adult	  body	  size)	  by	  the	  time	  of	  death.	  The	  outer	  circumferential	  layer	  is	  typically	  identified	  in	  birds	  and	  mammals	  by	  a	  change	  from	  well-­‐vascularized	  woven	  bone	  tissue,	  to	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a	  lamellar	  bone	  tissue	  texture	  with	  parallel-­‐oriented	  collagen	  fibers	  (see	  Ricqles	  et	  al.,	  1991;	  Ponton	  et	  al.,	  2004).	  	  The	  lamellar	  bone	  texture	  and	  low/no	  vascularity	  nature	  of	  the	  OCL	  indicate	  a	  reduction	  of	  growth	  rate	  compared	  to	  the	  well	  vascularized	  woven	  bone	  of	  the	  inner	  cortex	  (Chinsamy,	  1995;	  Ponton	  et	  al.,	  2004;	  Woodward	  et	  al.,	  2011).	  Osteocytes	  also	  typically	  change	  shape,	  assuming	  a	  flattened	  shape	  in	  the	  OCL	  compared	  to	  the	  globular	  shape	  in	  the	  faster	  growing	  cortical	  bone.	  Thus,	  the	  presence	  of	  an	  OCL	  along	  the	  periosteal	  margin	  of	  the	  bone	  cortex	  marks	  the	  attainment	  of	  skeletal	  maturity	  in	  an	  individual	  (Cormack,	  1987;	  Ricqles	  et	  al.,	  1991,	  2001;	  Chinsamy,	  1995;	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Ponton	  et	  al.,	  2004;	  Woodward	  et	  al.,	  2011a).	  Histological	  analysis	  reveals	  that	  all	  but	  two	  pygoscelid	  specimens	  used	  in	  this	  study	  have	  a	  distinct	  OCL	  at	  the	  periosteal	  margin	  of	  the	  cortex.	  This	  region	  of	  lamellar	  bone	  is	  distinctly	  different	  from	  the	  fibrolamellar	  cortical	  bone	  in	  both	  plain	  and	  polarized	  light	  (Figures	  21-­‐23)	  in	  all	  specimens	  except	  for	  Gentoos	  UCM	  104146	  and	  UCM	  104147	  (Figure	  23E-­‐H).	  	  Accordingly,	  we	  infer	  that	  all	  Adélie	  and	  Chinstrap	  specimens	  and	  Gentoo	  specimen	  UNCW	  B980	  were	  skeletally	  mature	  at	  the	  time	  of	  death.	  	  In	  contrast,	  several	  features	  indicate	  that	  Gentoo	  specimens	  UCM	  104146	  and	  UCM	  104147	  were	  juveniles	  at	  the	  time	  of	  death.	  These	  specimens	  lack	  an	  OCL,	  and	  have	  an	  irregular	  periosteal	  margin	  due	  to	  the	  presence	  of	  vascular	  canals	  along	  the	  periosteal	  surface	  (Figure	  23E-­‐H).	  The	  lack	  of	  ELB,	  little	  to	  no	  secondary	  reconstruction,	  and	  vascular	  canals	  not	  fully	  filled	  in	  with	  primary	  bone	  also	  indicate	  that	  these	  individuals	  had	  not	  yet	  reached	  skeletal	  maturity.	  We	  interpret	  UCM	  104147	  to	  be	  older	  at	  the	  time	  of	  death	  than	  UCM	  104146	  based	  on	  the	  more	  extensive	  development	  of	  primary	  bone	  in	  the	  cortex	  and	  the	  reduction	  of	  vascular	  canal	  size	  towards	  the	  periosteal	  surface	  of	  the	  bone	  in	  UCM	  104147	  (Figure	  23E,F;	  compared	  to	  UCM	  104146:	  Figure	  23G,H).	  Thus,	  considering	  the	  ontogenetic	  interpretations	  of	  Gentoo	  individuals,	  only	  the	  skeletally	  mature	  UNCW	  B980	  specimen	  is	  used	  in	  interspecific	  comparisons.	  It	  is	  also	  interesting	  to	  note	  that	  this	  ontogenetic	  information	  is	  not	  necessarily	  reflected	  by	  individual	  specimen	  sizes,	  as	  both	  UCM	  104147	  and	  UCM	  104146	  are	  longer	  and	  more	  robust	  than	  UNCW	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B980	  (Appendix	  B).	  Accordingly,	  researchers	  should	  proceed	  with	  caution	  when	  using	  bone	  size	  as	  a	  proxy	  for	  ontogenetic	  stage.	  	  Various	  degrees	  of	  medullary	  cavity	  development	  are	  apparent	  among	  the	  pygoscelid	  femora	  and	  tibiotarsi.	  	  Many	  bones	  in	  this	  study	  have	  a	  well-­‐developed	  marrow	  cavity	  devoid	  of	  any	  spongiose	  cancellous	  bone	  or	  bony	  trabeculae	  (Figure	  20),	  but	  one	  Adélie	  penguin	  (UCM	  104120),	  two	  Chinstrap	  penguins	  (UMC	  104144;	  UNCW	  B963;	  Figure	  20B),	  and	  one	  Gentoo	  penguin	  (UCM	  104147;	  Figure	  20D)	  have	  marrow	  areas	  that	  are	  partially	  filled	  by	  spongiose	  cancellous	  bone.	  This	  is	  evident	  in	  both	  the	  analyzed	  femora	  and	  tibiotarsi	  of	  these	  individuals.	  Similarly,	  one	  Adélie	  individual	  (UCM	  104148)	  and	  one	  Gentoo	  individual	  (UCM	  104146)	  retain	  partially	  unresorbed	  boney	  trabeculae	  extending	  into	  the	  medullary	  cavity,	  and	  the	  endosteal	  margin	  of	  these	  femora	  and	  tibiotarsi	  are	  not	  as	  well	  developed	  as	  specimens	  with	  a	  completely	  open	  cavity.	  	  Other	  penguin	  bone	  histology	  studies	  have	  described	  the	  nature	  of	  the	  medullary	  cavity	  in	  both	  adult	  and	  hatchling	  ontogenetic	  stages.	  	  In	  his	  analysis	  of	  Emperor,	  King,	  and	  Adélie	  penguin	  long	  bones,	  Meister	  (1962)	  noted	  that	  the	  marrow	  cavities	  in	  all	  the	  adult	  and	  hatchling	  specimens	  he	  studied	  were	  filled	  with	  cancellous	  bone.	  	  He	  thus	  concluded	  that	  no	  bone	  resorption	  occurred	  along	  the	  inner	  margin	  of	  the	  cortex	  and	  that	  penguin	  long	  bones	  did	  not	  contain	  a	  true	  marrow	  cavity.	  Although	  they	  only	  analyzed	  long	  bone	  microstructure	  in	  King	  penguin	  chicks,	  Margerie	  et	  al.	  (2004)	  found	  spongiose	  bone	  throughout	  a	  partially	  developed	  medullary	  cavity,	  representing	  primary	  bone	  that	  had	  not	  been	  resorbed.	  As	  many	  of	  the	  specimens	  sectioned	  in	  our	  analysis	  contain	  an	  open	  marrow	  cavity,	  it	  is	  evident	  that	  pygoscelid	  penguins	  do	  resorb	  bone	  and	  form	  a	  true	  medullary	  cavity.	  However,	  the	  size	  of	  the	  cavity	  appears	  to	  vary	  inter-­‐	  and	  intraspecifically	  in	  adult	  and	  juvenile	  specimens	  (Figure	  20).	  	  Considering	  the	  evidence	  at	  hand,	  the	  relationship	  between	  medullary	  cavity	  development	  through	  primary	  bone	  resorption	  and	  ontogeny	  is	  not	  clear.	  	  Chinstrap	  specimen	  UNCW	  B963	  and	  Adélie	  specimen	  UCM	  104148	  both	  have	  a	  distinct	  OCL	  along	  the	  periosteal	  margin	  of	  both	  the	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femur	  and	  tibiotarsus,	  and	  are	  thus	  interpreted	  to	  have	  reached	  skeletal	  maturity,	  even	  though	  they	  lack	  a	  fully	  developed	  marrow	  cavity.	  ELB	  is	  also	  observed	  in	  these	  two	  individuals.	  	  By	  contrast,	  the	  two	  juvenile	  Gentoo	  specimens	  (UCM	  104146	  and	  UCM	  104147)	  lack	  an	  OCL	  and	  ELB,	  and	  also	  have	  cancellous	  bone	  through	  the	  marrow	  cavity.	  Because	  patterns	  of	  medullary	  cavity	  development	  in	  pygoscelid	  penguins	  show	  that	  spongy	  bone	  and	  trabeculae	  can	  remain	  in	  the	  marrow	  cavity	  of	  skeletally	  mature	  individuals,	  the	  presence	  of	  bone	  through	  the	  medullary	  region	  of	  the	  long	  bone	  shaft	  does	  not	  necessarily	  indicate	  a	  juvenile	  condition.	  	  Rather,	  it	  is	  more	  likely	  that	  resorption	  of	  bone	  from	  the	  medullary	  cavity	  is	  delayed	  until	  later	  stages	  of	  ontogeny,	  and	  is	  not	  necessarily	  complete	  by	  the	  time	  adult	  body	  size	  is	  reached.	  Similarly,	  Margerie	  et	  al.	  (2004)	  note	  that	  bone	  resorption	  along	  the	  endosteal	  margin	  of	  the	  King	  penguin	  cortex	  is	  slow	  compared	  to	  apposition	  of	  primary	  bone	  along	  the	  periosteal	  margin.	  Previous	  findings	  coupled	  with	  results	  from	  our	  study	  suggest	  that	  resorption	  of	  bone	  along	  the	  endosteal	  margin	  continues	  in	  penguins	  (or	  at	  least	  pygoscelid	  penguins)	  even	  after	  the	  attainment	  of	  skeletal	  maturity.	  Then,	  only	  after	  extensive	  endosteal	  resorption	  does	  a	  thick	  ELB	  layer	  develop.	  	  	  
Relative	  bone	  development	  rates	  among	  pygoscelid	  penguins	  Vascular	  canal	  orientation	  and	  vascular	  density	  have	  been	  used	  to	  interpret	  bone	  development	  rates	  in	  modern	  birds	  (e.g.	  Castanet	  et	  al.,	  2000;	  Starck	  and	  Chinsamy,	  2002;	  Margerie	  et	  al.,	  2004).	  In	  King	  penguin	  chick	  bones,	  researchers	  measured	  the	  absolute	  bone	  development	  rates	  (in	  μm	  of	  bone	  deposited	  per	  day)	  associated	  with	  primary	  bone	  dominated	  by	  different	  vascular	  canal	  orientations	  (Margerie	  et	  al.,	  2004).	  	  Radial	  bone	  was	  found	  to	  be	  associated	  with	  the	  fastest	  growth	  rates	  in	  these	  penguins,	  while	  circumferential	  (also	  called	  laminar)	  bone	  is	  associated	  with	  the	  slowest	  growth	  rates;	  reticular	  and	  longitudinal	  bone	  are	  deposited	  at	  intermediate	  growth	  rates	  (with	  reticular	  bone	  deposited	  slightly	  faster	  on	  average).	  Because	  radial	  bone	  was	  observed	  in	  Kings,	  but	  not	  in	  the	  bones	  of	  slower	  growing	  mallards	  (Margerie	  et	  al.,	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2002),	  ostrich,	  or	  emus	  (Castanet	  et	  al.,	  2000),	  Margerie	  et	  al.	  (2004)	  suggested	  that	  bone	  dominated	  by	  radially-­‐oriented	  vascular	  canals	  is	  associated	  with	  rapid	  bone	  growth	  in	  an	  already	  fast-­‐growing	  (i.e.,	  fibrolamellar)	  tissue.	  	  This	  conclusion	  was	  supported	  by	  quantification	  of	  the	  deposition	  rates	  of	  different	  bone	  types.	  	  Other	  studies	  have	  challenged	  the	  reliability	  of	  correlating	  vascular	  canal	  orientation	  with	  growth	  rates,	  and	  instead	  suggest	  that	  vascular	  density	  is	  more	  strongly	  associated	  with	  growth	  rates	  across	  vertebrate	  taxa	  (Margerie	  et	  al.,	  2002).	  	  Research	  shows	  that	  higher	  canal	  density	  typically	  indicates	  faster	  bone	  growth	  rates	  (e.g.	  Castanet	  et	  al.,	  2000;	  de	  Buffrénil	  et	  al.,	  2008),	  so	  the	  higher	  vascular	  canal	  density	  in	  the	  adult	  Gentoo	  long	  bones	  indicates	  the	  fastest	  growth	  rates	  among	  species	  of	  Pygoscelis.	  Chinstrap	  and	  Adélie	  femora	  and	  tibiotarsi	  have	  lower	  vascular	  canal	  density,	  suggesting	  overall	  slower	  bone	  development	  rates	  for	  these	  taxa.	  Additionally,	  the	  relative	  abundance	  of	  radial	  and	  reticular	  bone	  in	  the	  adult	  Gentoo	  penguin	  femur	  supports	  the	  interpretation	  of	  faster	  bone	  growth	  in	  this	  species,	  based	  on	  comparisons	  to	  vascular	  patterns	  that	  have	  been	  quantified	  in	  other	  penguin	  species	  (Margerie	  et	  al.,	  2004).	  Though	  radial	  vascular	  canals	  are	  absent	  in	  all	  tibiotarsi	  analyzed,	  the	  Gentoo	  tibiotarsi	  appear	  to	  have	  more	  reticular	  bone	  than	  their	  congeners	  (Figure	  23C,D,F,H).	  	  The	  presence	  of	  radial	  bone	  in	  all	  Gentoo	  femora,	  regardless	  of	  ontogenetic	  stage,	  is	  unique	  among	  pygoscelid	  species.	  Radial	  bone	  is	  present	  in	  King	  penguin	  chick	  (non-­‐pygoscelid	  penguins	  in	  the	  genus	  Aptenodytes)	  long	  bones	  (Margerie	  et	  al.,	  2004),	  but	  it	  is	  unclear	  whether	  this	  vascular	  canal	  pattern	  persists	  in	  skeletally-­‐mature	  individuals.	  No	  detailed	  description	  of	  adult	  King	  bone	  microstructure	  has	  been	  published.	  	  Meister	  (1962)	  notes	  that	  all	  the	  penguin	  species	  he	  studied	  have	  vascular	  canals	  that	  “appear	  [to	  have]	  transverse,	  oblique,	  and	  longitudinal	  sections	  in	  about	  equal	  number”	  (p.	  379),	  but	  it	  is	  hard	  to	  decipher	  whether	  this	  means	  he	  found	  radial	  bone	  in	  adult	  King	  long	  bones.	  If	  significant	  radial	  bone	  was	  deposited	  during	  chick	  growth,	  it	  is	  likely	  that	  evidence	  of	  it	  would	  be	  retained	  in	  the	  long	  record	  of	  growth	  history	  preserved	  in	  the	  thick	  cortex	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of	  penguin	  bones	  –	  especially	  since	  primary	  bone	  absorption	  along	  the	  endosteal	  margin	  appears	  to	  have	  been	  delayed.	  This	  long	  record	  of	  growth	  likely	  accounts	  for	  the	  presence	  of	  radial	  bone	  retained	  through	  the	  ontogenetic	  history	  of	  the	  Gentoos.	  	  All	  in	  all,	  both	  vascular	  canal	  orientation	  and	  vascular	  density	  data	  suggest	  that	  Gentoo	  penguins	  had	  the	  highest	  relative	  bone	  development	  rates	  of	  the	  three	  pygoscelid	  species.	  Yet	  these	  results	  contradict	  data	  collected	  by	  researchers	  studying	  the	  breeding	  biology	  and	  behavior	  of	  pygoscelid	  penguins.	  	  Volkman	  &	  Trivelpiece	  (1980)	  measured	  chick	  growth	  rates	  of	  Pygoscelis	  species	  in	  the	  South	  Shetland	  Islands	  (64ºS	  latitude)	  and	  found	  that	  Adélie	  penguins	  had	  the	  highest	  growth	  constants	  and	  Gentoo	  penguins	  had	  the	  lowest	  (the	  growth	  constant	  being	  a	  measurement	  of	  the	  amount	  of	  time	  it	  takes	  a	  chick	  to	  go	  from	  10%	  to	  90%	  of	  adult	  weight).	  	  Morphometric	  data	  supports	  the	  high	  Adélie	  chick	  growth	  rates,	  revealing	  that,	  on	  average,	  flippers,	  feet,	  and	  culmen	  lengthen	  more	  quickly	  in	  Adélie	  chicks	  than	  Chinstrap	  or	  Gentoo	  chicks	  (Trivelpiece	  et	  al.,	  1987).	  	  Given	  these	  higher	  measured	  growth	  rates	  in	  Adélies,	  the	  Adélie	  penguin	  was	  expected	  to	  have	  bone	  microstructure	  patterns	  indicating	  higher	  relative	  bone	  development	  rates	  (i.e.,	  radial	  vascular	  canals	  and	  high	  vascular	  canal	  density).	  This	  expectation	  was	  not	  met.	  	  Several	  variables	  may	  help	  explain	  the	  conflicting	  results	  about	  penguin	  growth	  rates	  from	  population	  biology	  studies	  and	  osteohistological	  analysis:	  (1)	  body	  size,	  (2)	  chick	  growth	  patterns,	  (3)	  adaptations	  associated	  with	  biogeographic	  ranges,	  and	  (4)	  migratory	  behavior.	  Each	  factor	  is	  explored	  below.	  	  	  
Effects	  of	  Body	  Size	  Body	  size	  has	  been	  shown	  to	  be	  positively	  correlated	  with	  growth	  rates	  (Case,	  1978),	  and	  consequently	  bone	  microstructure	  patterns,	  in	  many	  taxa	  (Padian	  et	  al.,	  2004;	  Cubo	  et	  al.,	  2005;	  de	  Buffrénil	  et	  al.,	  2008).	  	  This	  tendency	  for	  larger	  animals	  to	  grow	  faster	  may	  contribute	  to	  differences	  in	  histologic	  patterns	  observed	  among	  pygoscelid	  species.	  Gentoo	  penguins	  are	  the	  largest	  of	  the	  
Pygoscelis	  species,	  though	  the	  average	  body	  size	  of	  Gentoo	  populations	  throughout	  their	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biogeographic	  distribution	  decreases	  with	  increased	  latitude	  (Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  The	  Gentoo	  bones	  used	  in	  this	  study	  were	  collected	  at	  the	  southernmost	  extent	  of	  their	  geographic	  range,	  suggesting	  that	  they	  exemplify	  some	  of	  the	  smallest	  representatives	  of	  the	  species.	  	  Nevertheless,	  data	  from	  population	  studies	  show	  that	  Gentoos	  are	  still	  larger	  than	  their	  congeners	  on	  the	  Antarctic	  Peninsula	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  Measurements	  of	  bones	  before	  histological	  sampling	  demonstrate	  that	  our	  Gentoo	  individuals	  were	  on	  average	  larger	  than	  Adélie	  and	  Chinstrap	  specimens	  as	  well	  (including	  the	  juveniles;	  Appendix	  B).	  By	  comparison,	  the	  Chinstrap	  specimens	  were	  on	  average	  the	  smallest	  bones	  analyzed	  (Appendix	  B),	  which	  also	  agrees	  with	  previously	  published	  body	  size	  data	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Williams,	  1995;	  Davis	  and	  Renner,	  2003).	  Both	  vascular	  density	  and	  vascular	  canal	  orientation	  may	  also	  relate	  to	  vertebrate	  body	  size	  (e.g.	  Margerie	  et	  al.,	  2002;	  Padian	  et	  al.,	  2004;	  de	  Buffrénil	  et	  al.,	  2008).	  As	  increased	  vascular	  canal	  density	  has	  been	  correlated	  with	  higher	  growth	  rates,	  Cubo	  et	  al.	  (2005)	  hypothesize	  that	  the	  higher	  numbers	  of	  vascular	  canals	  increase	  the	  blood,	  oxygen,	  and	  nutrient	  flow	  into	  the	  bone,	  compensating	  for	  the	  reduced	  surface	  area	  to	  volume	  ratio	  of	  larger	  bones	  in	  comparison	  with	  smaller	  bones.	  	  Consequently,	  the	  evidence	  of	  radial	  vascular	  canal	  orientation	  and	  higher	  vascular	  density	  in	  Gentoos	  supports	  the	  expected	  higher	  bone	  development	  rates	  based	  on	  the	  larger	  body	  size	  of	  this	  species.	  However,	  the	  degree	  to	  which	  these	  microstructural	  differences	  are	  due	  to	  body	  size	  is	  undetermined.	  Although	  a	  threshold	  for	  the	  influence	  of	  body	  size	  on	  changes	  in	  histologic	  patterns	  has	  been	  observed	  in	  non-­‐avian	  clades	  (varanid	  lizards;	  de	  Buffrénil	  et	  al.,	  2008),	  it	  is	  unknown	  how	  much	  difference	  in	  size	  is	  necessary	  before	  body	  size	  contributes	  to	  histologic	  variation	  in	  penguins	  (and	  pygoscelid	  penguins,	  specifically).	  Another	  dimension	  of	  body	  size	  is	  cortical	  bone	  thickness.	  In	  addition	  to	  larger	  body	  size,	  Gentoo	  penguins	  also	  have	  the	  largest	  cross-­‐sectional	  bone	  area	  in	  both	  the	  femur	  and	  tibiotarsus	  of	  the	  three	  congeners	  (Table	  4);	  this	  correlates	  with	  the	  greatest	  cortical	  bone	  thickness.	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Thickened	  cortical	  bone	  in	  birds	  (commonly	  referred	  to	  as	  pachyostosis)	  is	  associated	  with	  a	  diving	  lifestyle,	  as	  the	  increase	  in	  bone	  thickness	  and	  density	  helps	  overcome	  buoyancy	  during	  diving	  (see	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Taylor,	  2000;	  Houssaye,	  2009).	  	  It	  follows	  that	  thicker	  cortical	  bone	  may	  be	  associated	  with	  diving	  ability	  among	  penguin	  species.	  Dive	  depth	  and	  duration	  is	  strongly	  correlated	  with	  body	  size	  in	  penguins	  (e.g.	  Stonehouse,	  1967),	  and	  research	  shows	  that	  Gentoo	  penguins	  dive	  longer	  and	  deeper	  then	  their	  congeners	  (Trivelpiece	  et	  al.,	  1987;	  Kokubun	  et	  al.,	  2010;	  Wilson,	  2010).	  Hence,	  the	  thicker	  cortical	  bone	  observed	  in	  the	  Gentoo	  leg	  bones	  may	  relate	  to	  the	  larger	  body	  size	  as	  well	  as	  the	  greater	  dive	  depths	  recorded	  in	  Gentoos.	  The	  increased	  density	  of	  the	  Gentoo	  skeleton,	  related	  to	  the	  higher	  cortical	  bone	  thickness,	  would	  likely	  help	  Gentoo	  penguins	  combat	  buoyance	  during	  deeper	  dives.	  	  	  
Effects	  of	  Chick	  Growth	  Dynamics	  Differences	  in	  growth	  dynamics	  may	  provide	  additional	  insights	  on	  the	  fact	  that	  Adélie	  penguins	  have	  the	  highest	  measured	  growth	  constants,	  but	  Gentoo	  bone	  microstructure	  suggest	  faster	  bone	  growth.	  Although	  growth	  constants	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Trivelpiece	  et	  al.,	  1987)	  and	  lengthening	  of	  specific	  anatomical	  features	  (flipper,	  middle	  toe,	  culmen;	  Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980)	  are	  lower	  in	  Gentoo	  penguins,	  the	  period	  of	  rapid	  growth	  lasts	  longer	  in	  Gentoos	  than	  Adélies	  and	  Chinstraps	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980).	  In	  Antarctic	  Peninsula	  populations,	  Gentoos	  reach	  104%	  of	  adult	  mass	  before	  fledging	  at	  79	  days,	  while	  Adélies	  reach	  79%	  and	  Chinstraps	  reach	  89%	  of	  adult	  body	  mass	  before	  fledging	  at	  52	  days	  (Trivelpiece	  et	  al.,	  1987).	  This	  means	  Gentoos	  grow	  larger,	  both	  in	  absolute	  weight	  and	  percentage	  of	  adult	  weight	  than	  their	  congeners,	  during	  the	  pre-­‐fledging	  phase	  of	  rapid	  growth.	  	  As	  a	  result,	  Gentoo	  penguins	  also	  appear	  to	  have	  the	  highest	  weight	  gain	  per	  day	  prior	  to	  fledging	  among	  the	  pygoscelid	  species	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980),	  although	  this	  is	  largely	  offset	  by	  their	  larger	  body	  size	  when	  calculating	  growth	  constants.	  The	  fact	  that	  Gentoos	  grow	  rapidly	  for	  longer	  periods	  of	  time	  may	  explain	  the	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osteohistologic	  patterns	  associated	  with	  faster	  bone	  development	  despite	  slightly	  lower	  absolute	  growth	  rates.	  Specifically,	  this	  may	  explain	  the	  presence	  of	  radial	  bone	  in	  the	  femur	  and	  the	  overall	  higher	  vascular	  canal	  density,	  especially	  because	  Gentoo	  chick	  growth	  rates	  are	  higher	  in	  Antarctic	  Peninsula	  populations	  than	  in	  more	  northern	  populations	  (see	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  Taken	  together,	  data	  from	  these	  different	  growth	  studies	  underscore	  the	  dynamic	  nature	  of	  growth	  in	  pygoscelid	  chicks	  and	  emphasize	  that	  their	  growth	  cannot	  be	  succinctly	  described	  using	  a	  single	  metric.	  	  
Effects	  of	  Biogeographic	  Distribution	  and	  Climatic	  Factors	  	  The	  intra-­‐	  and	  interspecific	  variation	  in	  measured	  chick	  growth	  rates	  within	  and	  among	  Adélie,	  Chinstrap,	  and	  Gentoo	  penguin	  populations	  may	  also	  be	  explained	  by	  considering	  differences	  in	  the	  geographic	  distributions	  of	  these	  species.	  	  Of	  the	  three	  species,	  Gentoos	  stand	  out	  due	  to	  their	  large	  geographic	  range	  and	  comparatively	  lower	  absolute	  growth	  rates,	  even	  when	  compared	  to	  penguin	  species	  from	  other	  genera	  (Croxall,	  1984;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  Researchers	  have	  pointed	  out	  that	  the	  more	  northerly	  (up	  to	  46oS;	  Trivelpiece	  et	  al.,	  1987)	  and	  widespread	  (Bost	  and	  Jouventin,	  1990)	  distribution	  of	  Gentoo	  penguins	  might	  account	  for	  the	  somewhat	  slower	  absolute	  growth	  rates	  of	  their	  chicks.	  	  Trivelpiece	  et	  al.	  (1987)	  explained	  pygoscelid	  growth	  rates	  in	  terms	  of	  each	  species	  being	  best	  adapted	  to	  environmental	  conditions	  characterizing	  the	  central	  portions	  of	  their	  range.	  This	  interpretation	  suggests	  that	  Adélie	  and	  Chinstrap	  penguins	  at	  higher	  latitudes	  have	  been	  subject	  to	  evolutionary	  pressures	  that	  fostered	  rapid	  growth	  to	  reach	  adult	  (or	  nearly	  adult)	  size	  more	  quickly.	  Because	  Adélie	  populations	  occur	  at	  higher	  latitudes,	  their	  faster	  growth	  rates	  are	  hypothesized	  to	  be	  an	  adaptation	  to	  the	  shorter	  breeding	  season	  and	  harsher	  winters	  (Trivelpiece	  et	  al.,	  1987).	  Variations	  in	  breeding	  timing	  have	  also	  been	  observed	  between	  the	  more	  northern	  Chinstrap	  penguins	  and	  the	  more	  southern	  Adélie	  penguins	  (Lishman,	  1985).	  Conversely,	  because	  Gentoos	  have	  the	  most	  northern	  distribution	  of	  the	  
	   95	  
three	  species,	  their	  slower	  absolute	  growth	  rates	  likely	  reflect	  adaptations	  to	  the	  longer	  breeding	  season	  and	  milder	  climate	  typifying	  lower	  latitude	  environments.	  For	  example,	  mean	  sea	  temperature	  is	  ~6ºC	  around	  Marion	  Island	  (~46ºS)	  where	  Gentoos	  have	  an	  egg-­‐laying	  season	  of	  135	  days,	  whereas	  mean	  sea	  temperature	  is	  -­‐1ºC	  around	  the	  Antarctic	  Peninsula	  (~64ºS)	  where	  egg-­‐laying	  season	  is	  28	  days	  long	  (Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  The	  relatively	  slower	  Gentoo	  growth	  rates	  of	  the	  northern	  populations	  appear	  to	  be	  maintained	  even	  in	  the	  more	  southern	  portions	  of	  their	  range.	  It	  has	  also	  been	  suggested	  that	  the	  higher	  latitude	  Gentoo	  populations	  require	  higher	  energy	  requirements	  to	  maintain	  homeostasis	  and	  overcome	  their	  innate	  adaptations	  to	  milder	  climates	  (Trivelpiece	  et	  al.,	  1987).	  	  The	  surprising	  histologic	  evidence	  for	  rapid	  bone	  development	  in	  Gentoo	  long	  bones	  is	  consistent	  with	  the	  accelerated	  growth	  rates	  and	  growth	  periods	  measured	  in	  Gentoo	  populations	  living	  in	  the	  southernmost	  extent	  of	  their	  geographic	  range	  (see	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990	  for	  absolute	  growth	  rates).	  Consequently,	  environmental	  adaptations	  may	  contribute	  to	  these	  bone	  microstructure	  patterns.	  Additionally,	  the	  predominance	  of	  radial	  vascular	  canals	  in	  the	  middle	  and	  outer	  cortex	  of	  the	  three	  Gentoo	  femora,	  representing	  juvenile	  and	  adult	  ontogenetic	  stages,	  suggests	  that	  rapid	  bone	  development	  persisted	  throughout	  ontogeny	  and	  not	  just	  in	  the	  earliest	  stages	  of	  Gentoo	  chick	  growth	  (in	  which	  case	  the	  radial	  bone	  would	  be	  resorbed	  or	  buried	  deeply	  within	  the	  cortex).	  	  In	  general,	  a	  high	  bone	  development	  rate	  for	  higher	  latitude	  Gentoos	  makes	  sense	  in	  the	  context	  of	  the	  shorter	  breeding	  season	  and	  the	  rapid	  attainment	  of	  large	  body	  size	  before	  the	  onset	  of	  the	  harsh	  winter	  conditions.	  	   Bost	  &	  Jouventin	  (1990)	  pointed	  out	  latitudinal	  differences	  in	  Gentoo	  chick	  growth	  rates	  throughout	  their	  geographic	  range,	  and	  note	  the	  high	  degree	  of	  plasticity	  in	  growth	  among	  different	  populations.	  This	  growth	  plasticity	  also	  appears	  to	  be	  mirrored	  in	  Gentoo	  body	  size,	  foraging	  behavior,	  and	  breeding	  behavior.	  Although	  the	  authors	  demonstrate	  that	  Gentoo	  growth	  constants	  increase	  with	  latitude,	  they	  found	  the	  most	  biological	  and	  ecological	  variability	  in	  the	  northern	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populations.	  Bost	  &	  Jouventin	  (1990)	  concluded	  that	  the	  slower	  growth	  rates	  of	  Gentoo	  penguins	  is	  not	  a	  direct	  result	  of	  the	  species’	  northern	  distribution,	  but	  reflects	  increased	  behavioral	  plasticity	  permitting	  adaptations	  to	  local	  conditions	  through	  their	  geographic	  range.	  	  Bone	  development	  plasticity	  has	  also	  been	  noted	  in	  the	  bone	  microstructure	  of	  other	  avian	  species	  (Japanese	  Quail;	  Starck	  and	  Chinsamy,	  2002).	  	  Given	  the	  conclusions	  of	  Trivelpiece	  et	  al.	  (1987),	  Bost	  &	  Jouventin	  (1990),	  and	  this	  study,	  it	  is	  likely	  that	  harsher	  winter	  conditions	  and	  the	  shorter	  breeding	  season	  experienced	  by	  Antarctic	  Gentoos	  relative	  to	  populations	  living	  at	  lower	  latitudes	  led	  to	  unique	  adaptations	  in	  growth.	  Unfortunately,	  we	  cannot	  assess	  the	  overall	  plasticity	  in	  Gentoo	  long	  bone	  microstructure	  due	  to	  the	  lack	  of	  specimens	  from	  populations	  living	  in	  the	  northern	  portion	  of	  the	  species’	  range.	  	  Regardless,	  it	  is	  clear	  that	  bone	  development	  is	  different	  in	  Gentoos	  compared	  to	  their	  sympatric	  congeners	  and	  may	  reflect	  higher	  bone	  growth	  rates	  in	  response	  to	  the	  harsher	  environmental	  conditions	  experienced	  by	  populations	  at	  higher	  latitudes.	  	  	  
Effects	  of	  Migration	  Migration	  is	  one	  of	  the	  more	  notable	  behavioral	  differences	  among	  pygoscelid	  species.	  Studies	  have	  tracked	  the	  winter	  migration	  of	  Adélie	  penguins	  at	  distances	  over	  3000	  km	  (Davis	  et	  al.,	  1996,	  2001;	  Clarke	  et	  al.,	  2003),	  and	  Chinstraps	  have	  been	  tracked	  over	  1000	  km	  from	  their	  breeding	  colonies	  (Trivelpiece	  et	  al.,	  2007).	  On	  the	  other	  hand,	  Gentoos	  are	  generally	  a	  non-­‐migratory	  species	  with	  individuals	  remaining	  near	  their	  breeding	  colonies	  year-­‐round	  (Davis	  and	  Renner,	  2003).	  	  Considering	  these	  differences,	  we	  can	  test	  for	  evidence	  of	  migratory	  behavior	  in	  avian	  bone	  microstructure.	  Changes	  in	  avian	  bone	  microstructure	  have	  been	  documented	  in	  birds	  subjected	  to	  dietary	  and	  environmental	  stress	  (Starck	  and	  Chinsamy,	  2002),	  but	  no	  previous	  research	  has	  looked	  for	  evidence	  of	  migration	  in	  avian	  bone.	  	  Long-­‐distance	  migration	  puts	  considerable	  physiological	  stress	  on	  an	  individual	  (e.g.,	  Alexander,	  1998,	  2002),	  and	  this	  stress	  may	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be	  reflected	  as	  growth	  marks	  (zones,	  annuli,	  and/or	  lines	  of	  arrested	  growth;	  sensu	  Castanet	  et	  al.,	  1993)	  in	  bone	  microstructure.	  	  Alternatively,	  migratory	  species	  have	  the	  benefit	  of	  avoiding	  seasonally	  harsh	  environmental	  conditions	  and	  starvation,	  potentially	  preventing	  stress-­‐induced	  growth	  marks	  as	  food	  resources	  and	  environmental	  conditions	  remain	  more	  stable	  between	  seasons.	  The	  lack	  of	  growth	  marks	  in	  Adélie	  and	  Chinstrap	  leg	  bones	  indicates	  that	  migration	  does	  not	  affect	  bone	  development	  in	  these	  penguins	  to	  the	  point	  of	  producing	  uniform	  changes	  in	  vasculature	  or	  collagen	  fiber	  orientation	  resulting	  in	  zones,	  annuli,	  or	  lines	  of	  arrested	  growth.	  Rather,	  the	  ability	  of	  these	  migratory	  species	  to	  follow	  food	  sources	  and	  remain	  in	  more	  stable	  environments	  during	  the	  austral	  winter	  appears	  to	  result	  in	  continuous	  growth	  with	  no	  noticeable	  changes	  in	  microstructure	  patterns.	  In	  contrast,	  the	  rapid	  bone	  development	  inferred	  from	  Gentoo	  microstructure	  may	  be	  related	  to	  adaptations	  year-­‐round	  residence	  in	  the	  harsher	  conditions	  of	  southern	  localities.	  Whereas	  Adélies	  and	  Chinstraps	  migrate	  to	  avoid	  harsh	  winters,	  southern	  Gentoos	  may	  undergo	  rapid	  absolute	  growth	  rates	  (for	  the	  species;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990)	  and	  rapid	  relative	  bone	  development	  rates	  to	  survive	  overwintering	  in	  strongly	  seasonable	  environments.	  Similarly,	  radial	  vascular	  canals	  in	  King	  penguin	  chicks	  are	  interpreted	  to	  reflect	  adaptions	  to	  extreme	  environmental	  pressures	  by	  increasing	  growth	  rate	  in	  already	  fast-­‐growing	  woven	  bone	  tissue	  (Margerie	  et	  al.,	  2004),	  and	  likely	  reflects	  their	  unique	  growth	  response	  to	  a	  short	  breeding	  season	  (Stonehouse,	  1960).	  In	  the	  case	  of	  pygoscelid	  penguins,	  it	  appears	  that	  overwintering	  at	  higher	  latitudes	  influences	  bone	  microstructure	  due	  to	  rapid	  growth,	  and	  that	  physiological	  stress	  associated	  with	  long-­‐distance	  migration	  does	  not.	  	  
Summary	  Penguins	  are	  unique	  in	  terms	  of	  their	  specialized	  adaptations	  for	  flightlessness	  and	  wing-­‐propelled	  diving,	  and	  many	  species	  are	  highly	  adapted	  to	  harsh	  polar	  climates.	  The	  ecology	  and	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biology	  of	  these	  birds	  allow	  us	  to	  isolate	  and	  test	  for	  the	  responses	  of	  bone	  microstructure	  to	  differences	  in	  ontogeny,	  chick	  growth	  dynamics,	  biogeographic	  distribution,	  migration,	  and	  climatic	  effects.	  The	  results	  of	  this	  study	  not	  only	  provide	  baseline	  data	  for	  documenting	  and	  comparing	  pygoscelid	  penguin	  bone	  microstructure,	  but	  also	  for	  constructing	  interspecific	  comparisons	  among	  closely	  related	  avian	  species.	  Because	  the	  previous	  penguin	  histology	  studies	  include	  only	  captive	  (Meister,	  1962;	  Margerie	  et	  al.,	  2004)	  or	  juvenile	  individuals	  (Margerie	  et	  al.,	  2004),	  our	  research	  provides	  the	  first	  study	  of	  adult,	  wild	  penguin	  bone	  microstructure.	  Additionally,	  Gentoo	  and	  Chinstrap	  penguin	  long	  bone	  microstructure	  have	  not	  been	  studied	  before.	  	   Histologic	  results	  show	  that	  the	  Gentoo	  penguins	  used	  in	  this	  study	  have	  the	  highest	  relative	  bone	  development	  rates	  of	  the	  three	  congeners,	  indicated	  by	  high	  vascular	  canal	  density	  and	  the	  development	  and	  retention	  of	  radially-­‐oriented	  vascular	  canals	  in	  juvenile	  and	  adult	  ontogenetic	  stages.	  On	  the	  other	  hand,	  Adélie	  and	  Chinstrap	  bone	  microstructure	  patterns	  express	  relatively	  slower	  bone	  development	  rates	  with	  lower	  vascular	  canal	  density	  and	  lack	  of	  radial	  vascular	  canals.	  	  These	  results	  stand	  in	  contrast	  to	  data	  from	  studies	  on	  pygoscelid	  chick	  growth	  in	  wild	  populations	  that	  record	  the	  slowest	  absolute	  growth	  rates	  in	  Gentoos	  and	  the	  highest	  rates	  in	  Adélies.	  We	  consider	  four	  possible	  factors	  explaining	  pygoscelid	  penguin	  bone	  microstructure	  and	  the	  rapid	  bone	  development	  in	  Gentoo	  penguins,	  specifically:	  (1)	  Gentoo	  body	  size,	  (2)	  Gentoo	  chick	  growth	  period,	  (3)	  Gentoo	  biogeographic	  range,	  and	  (4)	  migratory	  behavior.	  	   Gentoo	  penguins	  have	  the	  largest	  body	  size	  (both	  body	  length	  and	  weight)	  of	  the	  three	  species	  of	  Pygoscelis	  (e.g.	  Williams	  1995;	  Davis	  &	  Renner	  2004).	  As	  such,	  chicks	  must	  grow	  more	  to	  reach	  90%	  of	  their	  adult	  mass.	  	  This	  makes	  sense	  in	  light	  of	  previous	  research	  demonstrating	  that	  larger	  species	  grow	  faster	  (e.g.	  Case,	  1978;	  Padian	  et	  al.,	  2004;	  Cubo	  et	  al.,	  2005;	  de	  Buffrénil	  et	  al.,	  2008).	  	  It	  is	  also	  consistent	  with	  the	  observation	  that	  of	  the	  three	  species,	  the	  period	  of	  rapid	  growth	  is	  longest	  in	  this	  species	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Trivelpiece	  et	  al.,	  1987;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990);	  furthermore,	  Gentoos	  reach	  a	  higher	  percent	  of	  adult	  weight	  prior	  to	  fledging.	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The	  fact	  that	  Gentoo	  penguins	  grow	  rapidly	  for	  longer	  provides	  another	  explanation	  for	  why	  their	  bones	  show	  development	  of	  vascular	  canal	  densities	  and	  orientations	  associated	  with	  higher	  growth	  rates	  even	  though	  their	  chicks	  have	  the	  lowest	  growth	  constants	  (the	  time	  taken	  to	  grow	  from	  10%	  to	  90%	  of	  adult	  mass).	  Gentoo	  penguins	  have	  the	  widest	  and	  most	  northern	  distribution	  of	  the	  pygoscelid	  species,	  and	  higher	  latitude	  populations	  have	  faster	  chick	  growth	  rates	  than	  populations	  from	  more	  northern	  localities	  (Bost	  and	  Jouventin,	  1990).	  	  These	  chick	  growth	  rates	  may	  indicate	  that	  Gentoos	  are	  better	  adapted	  to	  the	  milder	  climates	  characterizing	  the	  northern	  part	  of	  their	  range	  (see	  Trivelpiece	  et	  al.,	  1987),	  or	  reflect	  the	  overall	  plasticity	  in	  bone	  development	  of	  the	  species	  (see	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990)	  and	  a	  more	  localized	  adaptation	  to	  the	  harsher	  environmental	  conditions	  at	  high	  latitudes.	  Additionally,	  they	  are	  a	  non-­‐migratory	  species,	  so	  individuals	  in	  high	  latitude	  populations	  overwinter	  near	  their	  breeding	  colonies	  rather	  than	  migrating	  to	  less	  extreme	  climates.	  The	  evidence	  for	  rapid	  bone	  development	  reflected	  in	  Gentoo	  microstructure	  patterns	  possibly	  reflects	  rapid	  growth	  to	  survive	  winters,	  while	  the	  lower	  relative	  bone	  development	  rates	  and	  continuous	  microstructure	  patterns	  in	  Adélies	  and	  Chinstraps	  result	  from	  their	  ability	  to	  avoid	  harsh	  winters	  and	  periods	  of	  prolonged	  fasting	  by	  migrating.	  Long-­‐distance	  migration	  does	  not	  appear	  to	  leave	  a	  record	  in	  pygoscelid	  bone	  microstructure.	  Regardless	  of	  the	  specific	  factors	  influencing	  chick	  growth	  rates,	  it	  is	  likely	  that	  the	  rapid	  bone	  development	  of	  Gentoo	  penguins	  from	  the	  Antarctic	  Peninsula	  is	  related	  to	  the	  environmental	  conditions	  at	  higher	  latitudes.	  	  	  Multiple	  proxies	  are	  used	  to	  describe	  and	  quantify	  growth	  rates	  in	  vertebrates,	  including	  absolute	  weight	  gain,	  percent	  of	  adult	  mass	  weight	  gain,	  lengthening	  of	  various	  skeletal	  elements,	  and	  analysis	  of	  bone	  microstructure.	  	  Just	  as	  histologic	  studies	  reveal	  a	  wide	  array	  of	  microstructure	  patterns	  within	  and	  between	  bones	  of	  an	  individual	  vertebrate	  skeleton	  (e.g.	  Ricqles	  et	  al.,	  1991;	  Castanet	  et	  al.,	  2000;	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Margerie	  et	  al.,	  2002,	  2004;	  Warshaw,	  2008;	  Hübner,	  2012),	  different	  quantifications	  do	  not	  always	  record	  growth	  rates	  in	  the	  same	  way,	  even	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for	  the	  same	  species.	  	  Ultimately,	  differences	  in	  absolute	  growth	  rates	  measured	  during	  chick	  growth	  and	  relative	  growth	  rates	  interpreted	  from	  bone	  microstructure	  patterns	  highlight	  the	  dynamic	  nature	  of	  skeletal	  development	  throughout	  ontogeny.	  They	  also	  emphasize	  the	  necessity	  for	  multi-­‐proxy	  and	  comparative	  analyses,	  which	  can	  help	  tease	  out	  possible	  explanations	  for	  discrepancies	  in	  results	  gathered	  by	  different	  methods.	  	  As	  histologic	  research	  becomes	  more	  prevalent	  in	  biology,	  ecology,	  and	  paleobiology,	  more	  data	  from	  well-­‐constructed	  datasets	  using	  modern	  analogs	  are	  needed	  to	  help	  us	  better	  comprehend	  the	  growth	  dynamics	  of	  organisms	  in	  various	  vertebrate	  clades.	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CHAPTER	  IV	  
	  
THE	  EFFECTS	  OF	  MIGRATION	  AND	  CLIMATE	  ON	  AVIAN	  BONE	  MICROSTRUCTURE:	  
COMPARATIVE	  OSTEOHISTOLOGY	  OF	  HESPERORNIS	  FROM	  THE	  LATE	  CRETACEOUS	  
WESTERN	  INTERIOR	  SEAWAY	  
	  
Abstract	  The	  biogeography	  and	  flightlessness	  of	  Late	  Cretaceous	  hesperornithiform	  birds	  has	  led	  to	  several	  hypotheses	  that	  address	  whether	  they	  endured	  polar	  winters	  or	  migrated	  between	  mid	  and	  high	  latitudes.	  The	  distribution	  of	  Hesperornis	  fossils	  in	  Late	  Cretaceous	  Western	  Interior	  Seaway	  deposits	  presents	  a	  unique	  opportunity	  to	  test	  the	  hypotheses	  that	  the	  energy	  expenditure	  required	  of	  long-­‐distance	  migration	  or	  environmental	  stresses	  during	  polar	  winters	  caused	  changes	  in	  bone	  growth	  that	  is	  reflected	  in	  bone	  microstructure.	  Here	  we	  analyze	  microstructure	  patterns	  in	  
Hesperornis	  femora	  and	  tibiotarsi	  from	  Kansas	  and	  a	  femur	  from	  the	  Canadian	  Arctic	  to	  look	  for	  evidence	  of	  cyclical	  growth	  patterns.	  Restricting	  the	  study	  to	  only	  Hesperornis	  specimens	  permits	  comparisons	  of	  phylogenetically	  similar	  individuals	  with	  similar	  functional	  adaptations,	  leaving	  environment	  and/or	  behavior	  as	  likely	  explanations	  for	  histologic	  variation.	  	  Histologic	  analyses	  reveal	  no	  notable	  differences	  in	  the	  configuration	  of	  vascular	  canals	  or	  overall	  growth	  patterns	  between	  the	  Arctic	  specimen	  and	  the	  mid	  latitude	  Hesperornis	  bones.	  	  Additionally,	  no	  growth	  marks	  (such	  as	  zones,	  annuli,	  or	  lines	  of	  arrested	  growth)	  were	  observed	  in	  any	  specimens.	  To	  help	  interpret	  these	  results,	  Pygoscelis	  penguins	  were	  used	  as	  modern	  analogs;	  bone	  microstructure	  of	  known	  migratory	  (Adélies	  and	  Chinstraps)	  and	  non-­‐migratory	  (Gentoos)	  species	  were	  analyzed.	  Adélie	  and	  Chinstrap	  bones	  show	  no	  changes	  in	  microstructure	  distinct	  from	  typical	  ontogenetic	  patterns,	  suggesting	  that	  migration	  is	  not	  necessarily	  recorded	  in	  avian	  bone	  microstructure.	  Gentoo	  bone	  microstructure	  reveals	  rapid	  bone	  growth	  (based	  on	  vascular	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canal	  patterns	  and	  density).	  	  This	  is	  likely	  associated	  with	  increased	  chick	  growth	  rates	  in	  higher	  latitude	  populations	  and	  suggests	  that	  the	  effects	  of	  polar	  climate	  may	  relate	  to	  faster	  early	  growth.	  These	  patterns	  may	  be	  explained	  by	  the	  attainment	  of	  skeletal	  maturity	  within	  one	  year	  in	  most	  birds	  and/or	  overestimates	  of	  the	  physiological	  strain	  of	  migration	  or	  polar	  environmental	  conditions	  on	  bone	  growth.	  The	  lack	  of	  histologic	  differences	  prompts	  two	  hypotheses	  regarding	  
Hesperornis	  paleobiology:	  (1)	  Hesperornis	  migrated,	  but	  migratory	  behavior	  did	  not	  leave	  a	  record	  in	  their	  bone	  microstructure;	  (2)	  Hesperornis	  did	  not	  migrate,	  but	  overwintering	  in	  the	  Late	  Cretaceous	  Arctic	  did	  not	  leave	  a	  record	  in	  their	  bone	  microstructure.	  	  
	  
Introduction	  Hesperornithiforms	  were	  flightless	  seabirds	  that	  inhabited	  Late	  Cretaceous	  marine	  environments	  throughout	  the	  Northern	  Hemisphere.	  	  They	  have	  a	  particularly	  good	  fossil	  record	  from	  what	  was	  once	  the	  Campanian	  Western	  Interior	  Seaway	  (WIS)	  of	  North	  America,	  ranging	  from	  Arkansas	  to	  Ellesmere	  Island,	  Nunavut	  in	  the	  Canadian	  Arctic.	  This	  extensive	  paleobiogeographic	  range	  indicates	  that	  hesperornithiforms	  were	  successful	  in	  a	  variety	  of	  environments	  (Martin	  and	  Lim,	  2002;	  Rees	  and	  Lindgren,	  2005;	  Wilson	  et	  al.,	  2011;	  Chaper	  III).	  The	  33ºN	  (Arkansas;	  Davis	  and	  Harris,	  1997)	  to	  79ºN	  (Ellesmere	  Island;	  Hills	  et	  al.,	  1999)	  latitudinal	  distribution	  of	  fossils	  assigned	  to	  the	  genus	  Hesperornis,	  coupled	  with	  an	  abundance	  of	  juvenile	  Hesperornis	  remains	  in	  the	  Arctic	  (and	  the	  absence	  of	  juveniles	  from	  lower	  latitudes)	  has	  led	  several	  researchers	  to	  hypothesize	  that	  
Hesperornis	  migrated	  along	  the	  WIS	  (Feduccia,	  1996;	  Hills	  et	  al.,	  1999;	  Berthold,	  2001;	  Rees	  and	  Lindgren,	  2005),	  perhaps	  to	  breed	  in	  higher	  latitude	  environments.	  	  Despite	  the	  secondary	  loss	  of	  flight	  in	  more	  advanced	  hesperornithiforms	  like	  Hesperornis,	  these	  birds	  were	  highly	  adapted	  for	  foot-­‐propelled	  diving	  (Marsh,	  1880;	  Lucas,	  1903;	  Cracraft,	  1982),	  and	  could	  have	  migrated	  by	  swimming	  along	  a	  north/south	  route	  through	  the	  Seaway.	  Though	  this	  may	  seem	  extraordinary,	  many	  modern	  penguin	  species	  are	  known	  to	  migrate	  thousands	  of	  kilometers	  during	  the	  non-­‐
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breeding	  season	  (Davis	  and	  Renner,	  2003).	  Consequently,	  the	  discovery	  of	  Hesperornis	  at	  high	  latitudes	  not	  only	  raises	  the	  question	  of	  how	  they	  survived	  in	  these	  polar	  environments,	  but	  provides	  an	  opportunity	  to	  compare	  specimens	  found	  in	  mid	  and	  high	  latitude	  fossil	  assemblages.	  Here,	  we	  describe	  and	  compare	  the	  bone	  microstructure	  of	  Hesperornis	  femora	  and	  tibiotarsi	  from	  Kansas	  to	  a	  Hesperornis	  femur	  from	  Devon	  Island	  (Canadian	  High	  Arctic;	  Figure	  24)	  to	  look	  for	  evidence	  that	  supports	  either	  long-­‐distance	  migration	  or	  overwintering	  in	  Late	  Cretaceous	  high	  latitude	  environments.	  
	  
Figure	  24.	  Paleogeographic	  reconstruction	  of	  the	  Late	  Cretaceous	  North	  American	  paleogeography.	  Stars	  indicate	  specimen	  provenance	  of	  Hesperornis	  bones	  from	  the	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas	  and	  the	  Kanguk	  Formation	  of	  Devon	  Island,	  Canadian	  High	  Arctic.	  Reconstruction	  is	  modified	  from	  Blakey	  (2005).	  See	  Table	  5	  for	  additional	  specimen	  information.	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Late	  Cretaceous	  environments	  were	  characterized	  by	  greenhouse	  climates	  (Hay	  et	  al.,	  1993;	  Herman	  and	  Spicer,	  1996,	  1997;	  Amiot	  et	  al.,	  2004;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004),	  but	  strong	  seasonality	  related	  to	  temperature	  and	  photoperiodic	  variation	  likely	  influenced	  the	  ancient	  polar	  ecosystems	  (Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Tapia	  and	  Harwood,	  2002;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  Chin	  et	  al.,	  2008;	  Davies	  et	  al.,	  2009).	  Sea	  surface	  temperatures	  along	  the	  Late	  Cretaceous	  Western	  Interior	  Seaway	  are	  estimated	  to	  have	  been	  22—24ºC	  in	  the	  Gulf	  of	  Mexico	  (Liu,	  2009)	  and	  between	  10ºC	  (Hay	  et	  al.,	  1993)	  and	  15ºC	  (Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  though	  this	  likely	  represents	  a	  summer	  SST,	  see	  Davies	  et	  al.,	  2009)	  in	  the	  Arctic	  Ocean.	  Estimates	  of	  Cretaceous	  Arctic	  ambient	  mean	  annual	  temperature	  range	  from	  between	  -­‐2ºC	  and	  8º	  (Wolfe	  and	  Upchurch,	  1987)	  and	  -­‐5ºC	  (Amiot	  et	  al.,	  2004).	  	  Despite	  evidence	  for	  seasonality	  and	  below	  freezing	  temperatures	  (Wolfe	  and	  Upchurch,	  1987;	  Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Amiot	  et	  al.,	  2004;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  Davies	  et	  al.,	  2009),	  it	  is	  unclear	  whether	  Late	  Cretaceous	  polar	  climates	  were	  variable	  enough	  to	  influence	  vertebrate	  growth	  dynamics.	  Previous	  research	  suggests	  that	  strong	  seasonality	  in	  the	  Campanian	  Arctic	  may	  have	  affected	  body	  size	  evolution	  (Wilson	  et	  al.,	  2011)	  and	  trophic	  ecology	  (Chapter	  III)	  of	  high	  latitude	  hesperornithiforms.	  However,	  histologic	  analysis	  of	  Australian	  polar	  dinosaurs	  did	  not	  find	  evidence	  that	  climate	  influenced	  bone	  microstructure	  in	  (presumably)	  overwintering	  non-­‐avian	  dinosaurs	  (Woodward	  et	  al.,	  2011b).	  	  Analysis	  of	  bone	  histology	  offerns	  an	  effective	  tool	  for	  studying	  growth	  in	  extinct	  and	  extant	  vertebrates,	  and	  has	  recently	  been	  used	  to	  test	  hypotheses	  of	  migratory	  behavior	  in	  dinosaurs	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998b,	  2012;	  Tutken	  et	  al.,	  2004;	  Erickson	  and	  Druckenmiller,	  2011;	  Hübner,	  2012).	  Bone	  microstructure	  reflects	  bone	  growth	  rates,	  thus	  preserving	  a	  record	  of	  change	  in	  an	  organism’s	  growth	  dynamics	  through	  ontogeny	  (e.g.	  Ricqles	  et	  al.,	  1991;	  Castanet	  et	  al.,	  1993;	  Chinsamy-­‐Turan,	  2005).	  Variations	  in	  growth	  patterns	  can	  be	  recorded	  by	  growth	  marks,	  which	  include	  zones,	  annuli,	  and	  LAGs	  (sensu	  Castanet	  et	  al.,	  1993).	  Utilizing	  this	  information,	  several	  authors	  have	  correlated	  the	  presence	  or	  absence	  of	  growth	  marks	  in	  bones	  of	  high	  latitude	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dinosaurs	  with	  the	  physiological	  stresses	  of	  long-­‐distance	  migrations	  or	  overwintering	  in	  Arctic	  climates	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998b,	  2012;	  Tutken	  et	  al.,	  2004;	  Erickson	  and	  Druckenmiller,	  2011;	  Woodward	  et	  al.,	  2011b;	  Hübner,	  2012).	  However,	  these	  histologic	  analyses	  have	  focused	  on	  non-­‐avian	  dinosaurs;	  studies	  on	  the	  impact	  of	  migration	  on	  bird	  bone	  microstructure	  are	  lacking.	  	  This	  research	  examines	  the	  bone	  microstructure	  of	  low	  and	  high	  latitude	  Hesperornis	  bones	  to	  investigate	  whether	  evidence	  for	  overwintering	  or	  migration	  is	  recorded	  in	  the	  bones.	  However,	  without	  a	  comprehensive	  understanding	  of	  how	  modern	  organisms	  grow	  with	  respect	  to	  ontogeny,	  functional	  demands,	  behavior,	  and	  environmental	  cues	  and	  stresses,	  interpretations	  of	  fossil	  bone	  microstructure	  are	  tentative	  at	  best.	  Given	  the	  paucity	  of	  comparative	  histological	  studies	  employing	  modern	  avian	  analogs,	  I	  also	  analyzed	  the	  bone	  microstructure	  of	  Pygoscelis	  penguins	  (Adélies,	  Chinstraps,	  and	  Gentoos)	  in	  this	  study.	  Differences	  in	  pygoscelid	  penguin	  migratory	  behavior	  and	  biogeographic	  distribution	  permit	  testing	  for	  bone	  microstructure	  patterns	  related	  to	  behavior	  and	  environment,	  and	  allow	  us	  to	  better	  interpret	  the	  presence	  and/or	  absence	  of	  patterns	  in	  Hesperornis	  bone	  microstructure.	  	  Previous	  investigations	  have	  described	  the	  microstructure	  of	  Hesperornis	  bones	  from	  the	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas,	  but	  to	  date,	  no	  studies	  have	  analyzed	  the	  histology	  of	  hesperornithiform	  specimens	  from	  high	  latitude	  deposits.	  Houde	  (1987)	  considered	  the	  phylogenetic	  usefulness	  of	  bone	  microstructure	  to	  determine	  the	  systematic	  position	  of	  Hesperornis,	  primarily	  considering	  vascular	  canal	  patterns.	  Subsequent	  studies,	  however,	  have	  emphasized	  that	  ontogeny,	  function,	  and	  environment	  also	  affect	  bone	  microstructure	  (e.g.	  Ricqles	  et	  al.,	  1991,	  2000,	  2001;	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Margerie,	  2002;	  Cubo	  et	  al.,	  2005,	  2008).	  In	  later	  work,	  Chinsamy	  (1998a)	  found	  microstructure	  patterns	  in	  Hesperornis	  bones	  to	  be	  consistent	  with	  those	  of	  modern	  penguins,	  emphasizing	  the	  high	  metabolic	  capabilities	  and	  adaptations	  to	  flightlessness	  and	  diving	  (specifically,	  thickened	  cortical	  bone)	  in	  Hesperornis.	  	  	  Our	  study	  adds	  to	  this	  record	  by	  considering	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the	  polar	  habitats	  of	  hesperornithiform	  populations	  and	  offers	  insight	  on	  the	  life	  histories	  of	  these	  unique	  birds	  that	  thrived	  under	  climatic	  conditions	  that	  are	  distinctly	  different	  from	  those	  of	  today.	  	  
Material	  And	  Methods	  Femora	  and	  tibiotarsi	  identified	  to	  the	  genus	  Hesperornis	  were	  analyzed	  in	  this	  study;	  fossil	  material	  was	  included	  based	  on	  availability,	  preservation	  of	  the	  mid-­‐diaphysis,	  and	  confidence	  in	  taxonomic	  identification.	  	  Specimens	  from	  the	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas,	  USA	  (YPM	  1201;	  YPM	  1489;	  YPM	  1491)	  and	  the	  Kanguk	  Formation	  of	  Devon	  Island,	  Nunavut,	  in	  the	  Canadian	  Arctic	  (NUVF	  286)	  were	  thin	  sectioned	  for	  histologic	  analysis	  (Table	  5).	  	  Eight	  other	  Arctic	  specimens	  identified	  as	  hesperornithiforms	  in	  museum	  collections	  were	  sectioned	  (CMN	  11409,	  CMN	  11421,	  CMN	  11441,	  CMN	  40730,	  CMN	  40824,	  CMN	  41054,	  CMN	  51580,	  CMN	  51585),	  but	  taphonomic	  and	  taxonomic	  issues	  prevented	  their	  inclusion	  in	  this	  study.	  	  Microbial	  alteration	  obscured	  the	  microstructure	  of	  three	  of	  these	  bones,	  and	  other	  specimens	  could	  not	  be	  confidently	  attributed	  to	  
Hesperornis.	  	  	  Thus,	  poor	  preservation	  and	  the	  rare	  and	  fragmentary	  nature	  of	  Arctic	  fossils	  restricted	  the	  Arctic	  sample	  to	  one	  femur.	  NUVF	  286	  is	  the	  right	  femur	  of	  a	  bird	  identified	  as	  
Hesperornis	  sp.,	  and	  the	  bone	  histology	  of	  this	  specimen	  was	  briefly	  analyzed	  to	  determine	  ontogenetic	  stage	  in	  a	  previous	  publication	  (Chapter	  III).	  The	  three	  Kansas	  specimens	  have	  also	  been	  identified	  as	  Hesperornis,	  and	  include	  one	  femur	  (YPM	  1201)	  and	  two	  tibiotarsi	  (YPM	  1489,	  YPM	  1491)	  from	  separate	  individuals.	  	  	   Extant	  Pygoscelis	  penguin	  (Adélie,	  Chinstrap,	  and	  Gentoo)	  bones	  were	  also	  thin	  sectioned	  for	  histologic	  study.	  Femora	  and	  tibiotarsi	  from	  three	  Adélie	  (P.	  adeliae),	  four	  Chinstrap	  (P.	  
antarctica),	  and	  three	  Gentoo	  (P.	  papua)	  individuals	  (naturally	  deceased)	  from	  the	  Antarctic	  region	  were	  examined	  (Table	  5).	  See	  Chapter	  IV	  for	  specific	  information	  on	  specimen	  preparation,	  as	  additional	  steps	  were	  taken	  to	  section	  modern	  bones.	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Table	  5.	  Specimen	  and	  collection	  information	  for	  bones	  used	  in	  histologic	  analysis.	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  Thin	  sections	  of	  fossil	  material	  were	  prepared	  using	  the	  standard	  procedure	  of	  Wilson	  (1994)	  and	  Lamm	  (2007).	  All	  specimens	  were	  photographed,	  molded,	  and	  cast	  prior	  to	  alteration.	  Bones	  were	  embedded	  in	  a	  two-­‐part	  epoxy	  resin	  and	  hardener	  (Struers	  Epofix),	  and	  multiple	  slices	  of	  each	  embedded	  bone	  were	  cut	  with	  a	  low-­‐speed	  circular	  saw	  (Buehler	  Isomet)	  with	  a	  5-­‐inch	  diameter	  diamond-­‐edged	  Norton	  saw	  blade.	  Cut	  sections	  were	  mounted	  on	  frosted	  glass	  slides	  with	  2-­‐ton	  epoxy	  (Devcon),	  and	  then	  ground	  on	  a	  lap	  wheel	  (Buehler	  Ecomet	  III	  grinder/polisher)	  to	  desired	  thickness	  for	  histologic	  analysis	  with	  abrasive	  papers.	  Finally,	  thin	  sections	  were	  polished	  with	  5	  μm	  aluminum	  oxide	  powder	  for	  optical	  clarity.	  Temporary	  glass	  coverslips	  were	  applied	  to	  some	  thin	  sections	  with	  immersion	  oil	  for	  microscopy.	  	  All	  thin	  sections	  were	  analyzed	  and	  photographed	  using	  a	  Leica	  DMR	  microscope	  and	  a	  SPOT	  RT	  Slider	  digital	  camera	  system.	  	  Images	  were	  compiled	  using	  ImageJ	  software	  and	  edited	  in	  Photoshop.	  	  
Institutional	  Abbreviations	  CMN:	  Canadian	  Museum	  of	  Nature,	  Ottawa,	  Canada;	  NUVF:	  Nunavut	  vertebrate	  fossil	  collection	  (housed	  at	  CMN,	  Ottawa,	  Canada);	  UCM:	  University	  of	  Colorado	  Museum	  of	  Natural	  History	  (Paleontology	  Section),	  Boulder,	  Colorado,	  USA;	  UNCW:	  University	  of	  North	  Carolina,	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Wilmington	  Ornithology	  Collection,	  Wilmington,	  North	  Carolina,	  USA;	  YPM:	  Yale	  Peabody	  Museum,	  New	  Haven,	  Connecticut,	  USA	  	  	  
Histological	  Descriptions	  Fast-­‐growing,	  well-­‐vascularized	  woven	  bone	  tissue	  (fibrolamellar	  bone)	  with	  longitudinal	  and	  reticular	  vascular	  canal	  patterns	  comprises	  the	  cortex	  of	  all	  Hesperornis	  bones	  analyzed	  in	  this	  study	  (Figures	  25—28).	  These	  observation	  are	  consistent	  with	  previously	  published	  descriptions	  of	  the	  bone	  histology	  of	  H.	  regalis	  specimens	  from	  the	  Niobrara	  Chalk	  of	  Kansas	  (Houde,	  1987;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a).	  	  In	  general,	  the	  microstructure	  of	  Hesperornis	  bones	  is	  characterized	  by	  three	  zones	  from	  endosteal	  to	  periosteal	  margin:	  a	  zone	  of	  endosteal	  lamellar	  bone	  (ELB)	  along	  the	  innermost	  cortex,	  a	  well-­‐vascularized	  fibrolamellar	  zone	  in	  the	  mid-­‐cortex,	  and	  an	  outer	  circumferential	  layer	  (OCL)	  lining	  the	  periosteal	  surface	  (Figure	  25).	  However,	  whether	  all	  three	  zones	  are	  present	  depends	  on	  the	  ontogenetic	  stage	  of	  an	  individual	  at	  the	  time	  of	  death.	  	  Both	  the	  ELB	  and	  OCL	  are	  composed	  of	  lamellar	  bone	  with	  well-­‐organized	  collagen	  fibers,	  low	  or	  no	  vascularity,	  and	  flattened	  (versus	  globular)	  osteocytes.	  The	  ELB	  is	  usually	  thicker	  than	  the	  OCL,	  and	  both	  show	  a	  clear	  change	  in	  collagen	  fiber	  orientation	  under	  polarized	  light.	  This	  zonation	  matches	  bone	  microstructure	  patterns	  in	  extant	  birds	  (e.g.	  Meister,	  1962;	  Chapter	  IV;	  Figures	  28,29),	  as	  well	  as	  in	  extinct	  birds	  that	  were	  physiologically	  similar	  to	  modern	  birds	  (e.g.	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998b;	  Ricqles	  et	  al.,	  2001,	  2003).	  	  	  	  
Kansas	  tibiotarsi	  	  Longitudinal	  vascular	  canals	  dominate	  the	  fibrolamellar	  framework	  of	  the	  primary	  cortical	  bone	  of	  the	  Kansas	  Hesperornis	  tibiotarsi	  (YPM	  1489,	  YPM	  1491),	  though	  reticular,	  circumferential,	  and	  radial	  canals	  are	  also	  present	  in	  the	  inner	  and	  middle	  cortex	  (with	  reticular	  being	  the	  second-­‐most	  common	  canal	  orientation;	  Figure	  26a,	  b).	  Both	  tibiotarsi	  also	  have	  bone	  with	  circumferential	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vascular	  canals	  in	  the	  outermost	  cortex.	  An	  outer	  circumferential	  layer	  is	  apparent	  around	  the	  periosteal	  surface	  of	  both	  tibiotarsi,	  where	  woven	  bone	  changes	  to	  lamellar	  bone	  with	  well-­‐organized,	  transversely-­‐oriented	  collagen	  fibers,	  sparse	  and	  small	  longitudinal	  vascular	  canals,	  and	  flattened	  osteocytes	  (Figures	  25,	  26c).	  A	  layer	  of	  endosteal	  lamellar	  bone	  is	  evident	  along	  the	  medullary	  cavity	  of	  both	  specimens,	  though	  the	  thickness	  of	  this	  zone	  varies	  within	  and	  between	  these	  tibiotarsi.	  The	  ELB	  is	  largely	  avascular	  with	  well-­‐organized	  collagen	  fibers	  and	  flattened	  osteocytes;	  these	  features	  are	  similar	  to	  those	  of	  the	  OCL.	  Secondary	  osteons	  are	  scattered	  through	  the	  cortex	  of	  the	  tibiotarsi,	  but	  extensive	  secondary	  reconstruction	  is	  not	  common.	  The	  medullary	  cavities	  of	  both	  tibiotarsi	  are	  completely	  open	  and	  devoid	  of	  spongiose	  bone	  and	  bony	  trabeculae	  (Figure	  26a).	  	  
Kansas	  femur	  	  Like	  the	  tibiotarsi,	  the	  fibrolamellar	  bone	  of	  the	  mid	  latitude	  Hesperornis	  femur	  is	  characterized	  by	  longitudinally-­‐oriented	  vascular	  canals,	  with	  some	  anastamosing	  canals	  comprising	  patches	  of	  reticular	  bone	  in	  the	  cortex	  (Figure	  27a,	  b).	  A	  few	  radial	  and	  circumferential	  canals	  are	  localized	  in	  the	  mid-­‐cortex,	  but	  are	  not	  widespread.	  	  In	  some	  areas,	  abrasion	  along	  the	  periosteal	  surface	  has	  truncated	  primary	  and	  secondary	  osteons.	  	  However,	  where	  the	  periosteal	  surface	  of	  the	  femur	  is	  intact,	  a	  thin	  layer	  of	  lamellar	  bone	  with	  reduced	  vascularity	  is	  preserved,	  marking	  the	  presence	  of	  an	  OCL	  (Figure	  27c).	  An	  ELB	  deposit	  of	  inconsistent	  thickness	  lines	  the	  medullary	  cavity	  of	  YPM	  1201.	  Taphonomic	  processes	  may	  account	  for	  some	  missing	  ELB,	  but	  this	  layer	  appears	  to	  be	  thinner	  in	  the	  femur	  than	  in	  both	  tibiotarsi.	  Secondary	  osteons	  are	  present,	  but	  the	  degree	  of	  secondary	  reconstruction	  varies	  throughout	  the	  cortex.	  The	  medullary	  cavity	  of	  the	  femur	  is	  also	  open	  and	  free	  of	  spongiose	  bone	  and	  bony	  trabeculae	  (Figure	  27a).	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Figure	  25.	  Hesperornis	  tibiotarsus	  (YPM	  1491)	  illustrating	  the	  three	  zones	  characterizing	  adult	  avian	  bone	  microstructure.	  Close-­‐ups	  show	  (A)	  the	  transition	  from	  the	  OCL	  to	  the	  fibrolamellar	  cortex,	  (B)	  longitudinal	  bone,	  (C)	  reticular	  bone,	  and	  (D)	  the	  transition	  from	  the	  fibrolamellar	  cortex	  to	  ELB.	  ELB:	  Endosteal	  lamellar	  bone;	  OCL:	  outer	  circumferential	  layer.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm.	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Figure	  26.	  Bone	  microstructure	  of	  Kansas	  Hesperornis	  tibiotarsus	  (YPM	  1491).	  (A)	  Composite	  section	  showing	  shape	  and	  general	  tibiotarsus	  histology	  patterns.	  Scale	  bar	  =	  5	  mm.	  (B)	  Close	  up	  of	  cortical	  bone	  microstructure	  in	  plain	  light.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm.	  (C)	  Same	  view	  as	  (B)	  but	  in	  cross-­‐polarized	  light	  to	  show	  collagen	  fiber	  orientation.	  White	  arrow	  indicates	  the	  OCL	  along	  periosteal	  surface.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm.	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Figure	  27.	  Bone	  microstructure	  of	  Kansas	  Hesperornis	  femur	  (YPM	  1201).	  (A)	  Composite	  section	  showing	  shape	  and	  general	  femur	  histology	  patterns.	  Scale	  bar	  =	  5	  mm.	  (B)	  Close	  up	  of	  cortical	  bone	  microstructure	  in	  plain	  light.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm.	  (C)	  Same	  view	  as	  (B)	  but	  in	  cross-­‐polarized	  light	  to	  show	  collagen	  fiber	  orientation.	  White	  arrow	  indicates	  the	  OCL	  along	  periosteal	  surface.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm.	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Devon	  Island	  femur	  	  A	  vascular	  framework	  of	  longitudinal	  and	  reticular	  canals	  dominates	  the	  fibrolamellar	  cortical	  bone	  of	  the	  Devon	  Island	  Hesperornis	  femur	  (Figure	  28a,	  b).	  Microbial	  invasion	  along	  the	  outer	  and	  inner	  margins	  of	  the	  femur	  shaft	  distorts	  the	  bone	  microstructure,	  but	  no	  distinct	  zone	  of	  lamellar	  bone	  is	  evident	  along	  the	  periosteal	  surface	  (Figure	  28c).	  Vascular	  canal	  density	  and	  size	  decreases	  towards	  the	  outermost	  cortical	  bone,	  though	  canals	  appear	  to	  be	  present	  at	  the	  periosteal	  surface	  in	  places.	  A	  thin	  ELB	  layer	  is	  observed	  along	  portions	  of	  the	  endosteal	  margin	  of	  the	  femur.	  	  Few	  secondary	  osteons	  are	  noted,	  but	  large	  erosion	  cavities	  with	  evidence	  of	  secondary	  bone	  deposition	  are	  present	  in	  the	  inner	  cortex.	  The	  medullary	  cavity	  of	  the	  Devon	  Island	  femur	  is	  not	  filled	  with	  spongiose	  bone,	  but	  some	  unresorbed	  bony	  trabeculae	  extend	  into	  the	  cavity	  (Figure	  28a).	  	  
Ontogenetic	  stage	  	  As	  a	  vertebrate	  with	  determinate	  growth	  reaches	  adult	  body	  size,	  bone	  deposition	  rate	  slows	  and	  the	  tissue	  is	  characterized	  by	  decreased	  vascularity	  and	  better	  organized	  (parallel-­‐oriented)	  collagen	  fibers	  (e.g.	  Cormack,	  1987;	  Ricqles	  et	  al.,	  1991;	  Castanet	  et	  al.,	  1993;	  Ponton	  et	  al.,	  2004).	  	  With	  the	  attainment	  of	  skeletal	  maturity,	  an	  outer	  circumferential	  layer	  (also	  called	  an	  external	  fundamental	  system	  or	  EFS;	  sensu	  Cormack,	  1987)	  develops	  and	  can	  be	  used	  to	  determine	  whether	  an	  individual	  has	  reached	  adult	  body	  size	  (e.g.,	  Cormack,	  1987;	  Ricqles	  et	  al.,	  1991;	  Horner	  et	  al.,	  2000;	  Ponton	  et	  al.,	  2004;	  Woodward	  et	  al.,	  2011a;	  Werning,	  2012).	  Distinguishing	  skeletal	  maturity	  is	  especially	  useful	  for	  fossil	  specimens	  where	  the	  age	  of	  an	  individual	  at	  the	  time	  of	  death	  is	  unknown.	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Figure	  28.	  Bone	  microstructure	  of	  Devon	  Island	  Hesperornis	  femur	  (NUVF	  286).	  (A)	  Composite	  section	  showing	  shape	  and	  general	  femur	  histology	  patterns.	  Scale	  bar	  =	  5	  mm.	  (B)	  Close	  up	  of	  cortical	  bone	  microstructure	  in	  plain	  light.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm.	  (C)	  Same	  view	  as	  (B)	  but	  in	  cross-­‐polarized	  light	  to	  show	  collagen	  fiber	  orientation.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm.	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Histologic	  analysis	  reveals	  the	  presence	  of	  an	  OCL	  in	  all	  three	  Kansas	  Hesperornis	  specimens	  (Figures	  26c,	  27c),	  indicating	  that	  these	  individuals	  had	  reached	  skeletal	  maturity	  by	  the	  time	  of	  death.	  We	  therefore	  interpret	  these	  specimens	  as	  representing	  an	  adult	  ontogenetic	  stage.	  The	  Kansas	  specimens	  used	  in	  this	  study	  mark	  the	  first	  documentation	  of	  an	  OCL	  in	  Hesperornis;	  lamellar	  bone	  at	  the	  periosteal	  surface	  was	  not	  noted	  in	  Hesperornis	  bones	  analyzed	  in	  previous	  studies	  (Houde,	  1987;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  Chapter	  III).	  Comparisons	  of	  OCL	  formation	  in	  extant	  birds	  show	  that	  birds	  with	  larger	  body	  sizes	  have	  a	  thinner	  OCL	  relative	  to	  small-­‐bodied	  birds	  (Ponton	  et	  al.,	  2004).	  Many	  ratites,	  for	  example,	  show	  little	  to	  no	  OCL	  formation	  (e.g.	  Chinsamy,	  1995;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1995),	  prompting	  Ponton	  et	  al.	  (2004)	  to	  suggest	  that	  OCL	  formation	  may	  not	  occur	  in	  the	  largest	  extant	  birds	  (ratites).	  Subsequent	  studies	  have	  shown	  that	  an	  OCL	  is	  present	  along	  with	  lines	  of	  arrested	  growth	  (LAGs)	  in	  the	  large,	  extinct	  moa	  (Turvey	  et	  al.,	  2005),	  but	  these	  birds	  had	  prolonged	  growth	  and	  did	  not	  appear	  to	  reach	  skeletal	  maturity	  within	  a	  year,	  which	  indicates	  a	  different	  growth	  model	  than	  that	  of	  nearly	  all	  extant	  birds.	  However,	  the	  presence	  of	  an	  OCL	  in	  our	  Kansas	  specimens	  unequivocally	  shows	  that	  Hesperornis,	  a	  large	  bird	  without	  LAGs	  or	  evidence	  of	  prolonged	  juvenile	  growth,	  did	  deposit	  an	  OCL.	  Thus,	  the	  lack	  of	  the	  OCL	  in	  previous	  studies	  (Houde,	  1987;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a)	  agrees	  with	  the	  original	  interpretation	  that	  the	  individuals	  examined	  had	  not	  attained	  skeletal	  maturity	  before	  death.	  In	  contrast	  to	  the	  Kansas	  specimens	  in	  this	  study,	  the	  Devon	  Island	  Hesperornis	  femur	  lacks	  a	  clear	  OCL	  (Figure	  28c).	  A	  thin	  layer	  of	  ELB	  is	  observed,	  though	  it	  is	  not	  as	  thick	  or	  well-­‐developed	  in	  the	  Devon	  Island	  femur	  as	  it	  is	  in	  Kansas	  specimens	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998a;	  this	  study).	  The	  deposition	  of	  an	  ELB	  has	  been	  associated	  with	  later	  ontogenetic	  stages	  and	  reduced	  growth	  rates	  as	  skeletal	  maturity	  is	  approached	  (Chinsamy,	  1995),	  and	  uniformity	  and	  thickness	  of	  this	  layer	  is	  also	  likely	  associated	  with	  the	  absorption	  of	  cancellous	  bone	  from	  the	  medullary	  cavity	  throughout	  ontogeny.	  Primary	  bone	  trabeculae	  extend	  into	  the	  medullary	  cavity	  in	  some	  areas	  of	  the	  high	  latitude	  femur	  shaft,	  signaling	  ongoing	  absorption	  along	  the	  endosteal	  surface.	  Additionally,	  while	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secondary	  reconstruction	  does	  not	  necessarily	  correlate	  with	  skeletal	  maturity	  and	  is	  often	  found	  in	  juvenile	  and	  sub-­‐adult	  bones	  (e.g.	  Horner	  et	  al.,	  2000),	  secondary	  reconstruction	  and	  reduced	  vascularity	  towards	  the	  outer	  cortex	  (which	  is	  evident	  in	  NUVF	  286)	  is	  generally	  associated	  with	  slower	  bone	  deposition	  rates	  as	  an	  individual	  reaches	  adult	  body	  size	  (e.g.	  Francillon-­‐Vieillot	  et	  al.,	  1990;	  Ricqles	  et	  al.,	  1991,	  2001;	  Castanet	  et	  al.,	  1993).	  The	  absence	  of	  an	  OCL	  in	  NUVF	  286	  indicates	  that	  skeletal	  maturity	  had	  not	  been	  reached.	  However,	  the	  development	  of	  endosteal	  lamellar	  bone,	  large	  specimen	  size,	  near	  complete	  bone	  resorption	  in	  the	  medullary	  cavity,	  and	  secondary	  reconstruction	  through	  the	  cortex	  supports	  a	  sub-­‐adult	  ontogenetic	  stage	  nearing	  skeletal	  maturity	  at	  the	  time	  of	  death	  for	  the	  Devon	  Island	  Hesperornis	  specimen.	  	  
	  
Discussion	  Overall,	  few	  microstructural	  differences	  are	  evident	  between	  the	  Kansas	  Hesperornis	  and	  the	  Arctic	  specimen	  that	  cannot	  be	  attributed	  to	  ontogeny.	  Vascular	  canal	  patterns	  are	  similar	  in	  the	  Kansas	  and	  Arctic	  femora,	  with	  predominantly	  longitudinal	  and	  reticular	  vascular	  canals,	  and	  localized	  areas	  of	  radial	  bone,	  characterizing	  both	  (Figures	  27,	  28).	  	  All	  bones	  also	  show	  moderate	  amounts	  of	  secondary	  reconstruction.	  	  The	  Devon	  Island	  femur	  has	  more	  reticular	  bone	  and	  slightly	  larger	  primary	  osteons	  compared	  to	  the	  Kansas	  femur	  and	  tibiotarsi,	  but	  this	  is	  most	  likely	  related	  to	  the	  sub-­‐adult	  ontogenetic	  stage	  of	  the	  high	  latitude	  specimen.	  	  No	  evidence	  of	  growth	  marks,	  either	  in	  cyclic	  changes	  in	  vascular	  canal	  or	  collagen	  fiber	  orientation,	  lines	  of	  arrested	  growth,	  or	  annuli,	  are	  observed	  in	  any	  of	  the	  specimens	  (FIgures	  25-­‐28).	  Consequently,	  the	  bone	  microstructure	  of	  both	  high	  and	  mid	  latitude	  Hesperornis	  fossils	  indicates	  sustained,	  rapid	  growth	  through	  ontogeny	  with	  no	  episodic	  or	  cyclical	  growth	  patterns	  related	  to	  alternately	  accelerated	  and	  slowed/paused	  growth.	  	  One	  of	  the	  big	  questions	  concerning	  extinct	  taxa	  recovered	  from	  high-­‐latitude	  environments	  is	  how	  they	  endured	  polar	  environments:	  were	  they	  year-­‐round	  residents	  or	  long-­‐distance	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migrators?	  The	  former	  implies	  that	  they	  endured	  seasonality	  and	  periods	  of	  fewer	  food	  resources	  associated	  with	  temperature	  fluctuations	  and	  low	  levels	  of	  light	  in	  the	  winter.	  	  The	  latter	  implies	  physiological	  stress	  from	  constant	  travel	  over	  long	  periods	  of	  time,	  although	  likely	  avoiding	  harsh	  environmental	  conditions.	  Evidence	  for	  migration	  is	  notably	  difficult	  to	  recognize	  in	  fossil	  taxa.	  However,	  as	  noted	  above,	  bone	  histology	  has	  attracted	  recent	  attention	  as	  a	  potential	  proxy	  for	  determining	  whether	  populations	  undertook	  long	  migrations	  to	  avoid	  strongly	  seasonal	  environments	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998b,	  2012;	  Tutken	  et	  al.,	  2004;	  Erickson	  and	  Druckenmiller,	  2011;	  Hübner,	  2012).	  	  This	  research	  has	  largely	  focused	  on	  non-­‐avian	  dinosaurs	  and	  resulted	  in	  multiple	  hypotheses	  regarding	  the	  histologic	  patterns	  expected	  in	  migratory	  and	  non-­‐migratory	  populations.	  	  Comparisons	  of	  dinosaur	  taxa	  from	  coeval	  deposits,	  as	  well	  as	  contemporaneous	  assemblages	  from	  different	  latitudes,	  have	  led	  to	  conflicting	  conclusions	  as	  to	  how	  bone	  microstructure	  relates	  to	  migration.	  These	  results	  largely	  rely	  on	  the	  presence	  of	  cyclic	  bone	  microstructure	  patterns;	  specifically,	  interpreting	  the	  occurrence	  of	  alternating	  zones	  of	  fast	  and	  slow	  growing	  bone,	  annuli,	  and	  LAG	  deposition.	  Most	  studies	  employing	  bone	  histology	  to	  decipher	  migratory	  behavior	  conclude	  that	  regular,	  well	  developed	  growth	  marks	  are	  caused	  by	  overwintering	  in	  harsh	  environments	  rather	  than	  migration	  (Castanet	  et	  al.,	  1993;	  Tutken	  et	  al.,	  2004;	  Erickson	  and	  Druckenmiller,	  2011;	  Chinsamy	  et	  al.,	  2012).	  Erickson	  and	  Druckenmiller	  (2011)	  and	  Chinsamy	  et	  al.	  (2012)	  compared	  histologic	  patterns	  in	  dinosaur	  bones	  (ceratopsians	  and	  hadrosaurs,	  respectively)	  from	  Alaska	  to	  similar	  taxa	  from	  lower	  latitudes,	  and	  both	  studies	  concluded	  that	  growth	  marks	  are	  better	  developed	  in	  high	  latitude	  specimens.	  They	  suggest	  that	  microstructural	  differences	  between	  high	  and	  lower	  latitude	  populations	  reflect	  seasonal	  environmental	  stresses	  due	  to	  overwintering	  of	  high	  latitude	  populations,	  ruling	  out	  that	  specimens	  from	  different	  latitudes	  represent	  members	  of	  the	  same	  populations	  that	  migrated	  along	  the	  WIS	  shoreline.	  It	  should	  be	  noted	  that	  the	  ontogenetic	  stage	  represented	  by	  some	  of	  the	  specimens	  in	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these	  studies	  is	  uncertain.	  	  Nevertheless,	  the	  findings	  are	  in	  agreement	  with	  Castanet	  et	  al.’s	  (1993)	  overarching	  statement	  that	  strong	  seasonality	  produces	  well-­‐developed	  growth	  marks	  in	  bone.	  	  Tütken	  et	  al.	  (2004)	  tackled	  the	  question	  of	  migration	  in	  fossil	  taxa	  by	  combining	  histology	  and	  stable	  isotope	  geochemistry	  in	  their	  analysis	  of	  contemporaneous	  dinosaurs	  from	  the	  Jurassic	  of	  China.	  They	  observed	  variable	  microstructure	  among	  bones	  of	  different	  taxa	  and	  made	  different	  behavioral	  interpretations	  for	  each	  species.	  One	  specimen	  with	  more	  histologic	  and	  isotopic	  variation	  between	  zones	  in	  the	  bone	  tissue	  was	  interpreted	  as	  a	  year-­‐round	  resident	  in	  the	  strong	  monsoonal	  paleoclimate	  of	  the	  region.	  Conversely,	  another	  specimen	  with	  azonal	  bone	  uninterrupted	  by	  LAGs	  and	  less	  isotopic	  variability	  was	  interpreted	  as	  migratory.	  This	  implies	  that	  migration	  reduces	  the	  amount	  of	  seasonal	  environmental	  stress	  on	  an	  individual,	  resulting	  in	  an	  absence	  (or	  reduction)	  of	  growth	  marks.	  Again,	  however,	  the	  ontogenetic	  stage	  of	  some	  of	  their	  specimens	  is	  unclear.	  	  Although	  the	  above	  studies	  correlate	  zonal	  bone	  and	  well	  developed	  growth	  marks	  with	  seasonality,	  Hübner	  (2012)	  concluded	  that	  the	  strongly	  zonal	  bone	  of	  large	  ornithopods	  reflects	  the	  high	  physiological	  stress	  of	  migration.	  By	  comparison,	  he	  attributed	  the	  poorly	  developed,	  irregular	  growth	  marks	  noted	  in	  small	  ornithopods	  from	  the	  Late	  Jurassic/Early	  Cretaceous	  of	  Tanzania	  to	  physiological	  responses	  to	  episodic	  (versus	  periodic)	  environmental	  stresses	  such	  as	  droughts.	  He	  concluded	  that	  the	  irregular	  growth	  marks	  and	  small	  size	  of	  these	  ornithopods	  indicate	  that	  they	  were	  non-­‐migratory.	  Yet	  another	  view	  is	  presented	  in	  a	  recent	  histology	  study	  of	  Australian	  polar	  non-­‐avian	  dinosaurs	  that	  found	  bone	  microstructure	  to	  be	  inconclusive	  for	  determining	  the	  effects	  of	  overwintering	  on	  bone	  growth	  (Woodward	  et	  al.,	  2011b).	  	  Chinsamy	  et	  al.	  (1998)	  originally	  suggested	  that	  the	  presence	  of	  LAGs	  in	  polar	  theropods	  and	  the	  absence	  of	  LAGs	  in	  polar	  ornithopods	  indicated	  that	  the	  small	  Australian	  theropods	  hibernated	  to	  survive	  high	  latitudes	  winters	  (both	  taxa	  are	  assumed	  to	  have	  been	  too	  small	  to	  migrate	  long	  distances).	  Subsequent	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research	  incorporating	  additional	  specimens	  revealed	  LAGs	  and	  cyclic	  bone	  growth	  in	  polar	  ornithopod	  bones	  that	  had	  not	  been	  previously	  documented	  (Woodward	  et	  al.,	  2011b).	  	  The	  authors	  of	  this	  later	  study	  concluded	  that	  growth	  marks	  such	  as	  zones,	  annuli,	  and/or	  LAGs	  in	  polar	  dinosaurs	  do	  not	  indicate	  hibernation	  or	  any	  patterns	  other	  than	  those	  typical	  of	  ontogenetic	  changes	  in	  dinosaurian	  bone	  microstructure.	  Instead,	  growth	  marks	  appear	  to	  be	  plesiomorphic	  features	  in	  archosauriform	  (including	  dinosaur)	  bone	  that	  reflect	  changes	  in	  growth	  rates	  through	  ontogeny	  (Castanet	  et	  al.,	  1993;	  de	  Ricqlès	  et	  al.,	  2008;	  Woodward	  et	  al.,	  2011b).	  Such	  changes	  in	  growth	  rate	  likely	  aided	  survival	  at	  high	  latitudes.	  My	  study	  found	  no	  growth	  marks	  in	  Hesperornis	  leg	  bones	  regardless	  of	  ontogenetic	  stage	  or	  latitude	  (Figures	  25-­‐28),	  corroborating	  the	  results	  of	  previous	  studies	  (Houde,	  1987;	  Chinsamy	  et	  al.,	  1998a).	  The	  absence	  of	  growth	  marks	  in	  Hesperornis	  bones	  implies	  that	  these	  birds	  attained	  skeletal	  maturity	  within	  one	  year	  of	  hatching,	  like	  most	  extant	  birds.	  The	  known	  exception	  among	  extant	  birds	  is	  the	  kiwi,	  which	  deposits	  LAGs	  due	  to	  an	  extended	  juvenile	  growth	  period	  (Bourdon	  et	  al.,	  2009).	  By	  attaining	  skeletal	  maturity	  within	  one	  year,	  most	  (if	  not	  all)	  primary	  cortical	  bone	  should	  be	  deposited	  by	  a	  bird’s	  first	  winter	  or	  migration.	  This	  means	  appositional	  growth	  would	  have	  ceased	  by	  the	  time	  physiological	  stresses	  from	  migration	  or	  overwintering	  could	  cause	  growth	  marks.	  	  That	  Hesperornis	  probably	  attained	  skeletal	  maturity	  within	  one	  year	  suggests	  markedly	  different	  growth	  patterns	  than	  those	  of	  non-­‐avian	  dinosaurs,	  and	  has	  implications	  for	  the	  migration	  debate.	  	  If	  these	  birds	  grew	  rapidly,	  it	  is	  likely	  they	  would	  be	  physiologically	  able	  to	  endure	  long-­‐distance	  migration	  by	  their	  first	  winter.	  This	  also	  indicates	  that	  they	  would	  be	  large	  enough	  to	  survive	  overwintering	  stress	  from	  low	  temperatures	  and	  reduced	  food	  resources.	  In	  today’s	  Antarctic	  region,	  King	  penguin	  chicks	  are	  known	  to	  undergo	  rapid	  growth	  and	  reach	  a	  size	  that	  is	  large	  enough	  to	  survive	  overwintering	  in	  the	  breeding	  colony	  (Stonehouse,	  1960;	  Margerie	  et	  al.,	  2004).	  Ultimately,	  the	  rapid	  early	  ontogenetic	  growth	  rates	  and	  attainment	  of	  adult	  body	  size	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within	  one	  year	  inferred	  for	  Hesperornis	  appears	  to	  have	  provided	  an	  intrinsic	  means	  for	  success	  at	  high	  latitudes,	  whether	  they	  migrated	  or	  not.	  Similarly,	  Woodward	  et	  al.	  (2011b)	  concluded	  that	  rapid	  growth	  with	  periods	  of	  growth	  cessation	  in	  Australian	  polar	  dinosaurs	  was	  an	  exaptation	  allowing	  for	  survival	  in	  extreme	  environments.	  	  Given	  the	  inferred	  differences	  between	  avian	  and	  non-­‐avian	  dinosaur	  growth	  dynamics	  and	  different	  interpretations	  of	  bone	  microstructure,	  the	  osteohistology	  of	  avian	  ecological	  analogs	  should	  offer	  further	  insights.	  Studying	  modern	  analogs	  enables	  comparisons	  among	  populations	  for	  which	  behavior	  and	  environmental	  conditions	  are	  known,	  thus	  leading	  to	  a	  more	  complete	  understanding	  of	  how	  various	  intrinsic	  and	  extrinsic	  factors	  affect	  bone	  growth.	  Though	  penguins	  are	  not	  functional	  analogs	  of	  Hesperornis	  in	  terms	  of	  locomotion	  (as	  penguins	  are	  wing-­‐propelled	  rather	  than	  foot-­‐propelled	  divers),	  they	  are	  considered	  good	  ecological	  analogs	  given	  their	  biogeography	  and	  range	  of	  body	  sizes	  (Galton	  and	  Martin,	  2002).	  	  	  
Comparisons	  with	  extant	  Pygoscelis	  penguins	  The	  penguin	  genus	  Pygoscelis	  includes	  three	  species	  –	  Adélie	  (P.	  adeliae),	  Chinstrap	  (P.	  
antarctica),	  and	  Gentoo	  (P.	  papua)	  –	  with	  notably	  distinct	  biogeographic	  ranges,	  migratory	  behaviors,	  and	  chick	  growth	  rates	  (Table	  6).	  	  Of	  the	  three	  species,	  Gentoos	  have	  the	  widest	  (and	  most	  northern)	  distribution,	  the	  slowest	  growth	  constants	  (time	  in	  which	  90%	  of	  adult	  size	  is	  reached),	  and	  a	  non-­‐migratory	  lifestyle.	  	  In	  contrast,	  Adélies	  have	  the	  most	  southern	  (higher	  latitude)	  distribution,	  highest	  growth	  constants,	  and	  are	  migratory.	  Chinstraps	  have	  an	  intermediate	  distribution,	  intermediate	  growth	  constants,	  and	  are	  also	  migratory.	  Adélie	  and	  Chinstrap	  penguins	  have	  been	  recorded	  over	  3000	  km	  (Davis	  et	  al.,	  1996,	  2001;	  Clarke	  et	  al.,	  2003)	  and	  1000	  km	  from	  their	  breeding	  colonies	  (Trivelpiece	  et	  al.,	  2007),	  respectively.	  Gentoos	  are	  mostly	  sedentary,	  not	  typically	  venturing	  far	  from	  their	  breeding	  colonies	  during	  chick-­‐rearing	  or	  winter	  (Davis	  and	  Renner,	  2003).	  Consequently,	  these	  differences	  in	  migratory	  behavior	  among	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pygoscelid	  penguins	  present	  an	  opportunity	  to	  test	  whether	  energy	  expenditures	  or	  growth	  dynamics	  associated	  with	  long-­‐distance	  migration	  is	  recorded	  in	  avian	  bone	  microstructure.	  	  	  
Table	  6.	  Pygoscelid	  penguin	  biology,	  ecology,	  and	  behavior.	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  A	  recent	  analysis	  of	  pygoscelid	  penguin	  bone	  microstructure	  compared	  osteohistologic	  patterns	  among	  the	  three	  congeners	  with	  regard	  to	  body	  size,	  chick	  growth	  dynamics,	  biogeographic	  range,	  and	  migratory	  behavior	  (Chapter	  IV)	  	  	  The	  study	  found	  that	  adult	  Adélie	  and	  Chinstrap	  leg	  bone	  cortices	  are	  dominated	  by	  longitudinal	  canals	  with	  a	  few	  reticular	  canals	  (Figure	  29),	  and	  moderate	  vascular	  canal	  density.	  Neither	  Adélie	  nor	  Chinstrap	  leg	  bones	  contain	  any	  LAGs	  or	  annuli,	  nor	  is	  there	  evidence	  of	  cyclic	  growth	  in	  vascular	  canal	  patterns	  or	  collagen	  fiber	  orientation.	  Thus,	  essentially	  no	  microstructure	  patterns	  are	  evident	  in	  the	  bones	  of	  migratory	  Adélie	  and	  Chinstrap	  penguins	  that	  can	  be	  correlated	  with	  the	  physiological	  stress	  of	  long-­‐distance	  migration.	  This	  is	  likely	  related	  in	  part	  to	  the	  attainment	  of	  skeletal	  maturity	  within	  one	  year	  of	  hatching	  (as	  discussed	  above),	  and	  indicates	  that	  migratory	  behavior	  is	  not	  recorded	  in	  the	  bone	  microstructure	  of	  at	  least	  some	  extant	  migratory	  avian	  species.	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Figure	  29.	  Bone	  microstructure	  of	  modern	  Adélie	  (UCM	  104148)	  and	  Chinstrap	  (UNCW	  963)	  penguin	  femora	  and	  tibiotarsi.	  Adélie	  femur	  in	  plain	  (A)	  and	  cross-­‐polarized	  (B)	  light.	  Adélie	  tibiotarsus	  in	  plain	  (C)	  and	  cross-­‐polarized	  (D)	  light.	  Chinstrap	  femur	  in	  plain	  (E)	  and	  cross-­‐polarized	  (F)	  light.	  Chinstrap	  tibiotarsus	  in	  plain	  (F)	  and	  cross-­‐polarized	  (G)	  light.	  Single	  white	  arrows	  indicate	  the	  OCL	  and	  double	  white	  arrows	  indicate	  ELB.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm	  for	  all	  images.	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Gentoo	  penguin	  femur	  microstructure	  differs	  from	  that	  of	  its	  congeners	  in	  being	  comprised	  of	  a	  significant	  amount	  of	  radial	  bone	  through	  the	  cortex	  (Figure	  30a,	  b).	  Additionally,	  adult	  Gentoo	  leg	  bones	  have	  higher	  vascular	  canal	  densities	  than	  Adélies	  and	  Chinstraps	  (Figures	  29,	  30;	  Chapter	  IV).	  Radial	  vascular	  canal	  orientation	  reflects	  rapid	  bone	  growth	  in	  King	  penguins	  (Margerie	  et	  al.,	  2004),	  and	  higher	  vascular	  canal	  density	  also	  indicates	  higher	  bone	  growth	  rates	  in	  birds	  (Castanet	  et	  al.,	  2000)	  and	  lizards	  (de	  Buffrénil	  et	  al.,	  2008).	  	  The	  Gentoo	  bones	  analyzed	  were	  recovered	  from	  the	  southern	  portion	  of	  their	  range	  (Tables	  5,6),	  and	  Trivelpiece	  et	  al.	  (1987)	  suggest	  that	  Gentoos	  are	  physiologically	  adapted	  to	  the	  milder	  climates	  typifying	  the	  northern	  portion	  of	  their	  biogeographic	  range.	  Thus	  the	  higher	  growth	  rates	  in	  southern	  populations	  reflect	  mechanisms	  to	  cope	  with	  shorter	  seasons	  and	  harsher	  conditions	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990;	  Chapter	  IV).	  In	  particular,	  it	  may	  be	  that	  these	  higher	  overall	  growth	  rates	  	  (as	  opposed	  to	  growth	  constants)	  in	  Gentoos	  are	  related	  to	  the	  attainment	  of	  large	  body	  size	  during	  a	  short	  breeding	  season	  in	  a	  non-­‐migratory	  species.	  Histological	  analysis	  of	  pygoscelid	  penguins	  suggests	  that	  there	  is	  no	  clear	  evidence	  that	  migratory	  behavior	  is	  recorded	  in	  avian	  bone	  microstructure.	  	  Rather,	  it	  seems	  that	  overwintering	  in	  harsh	  environmental	  conditions	  is	  more	  likely	  to	  influence	  microstructure	  patterns	  by	  accelerating	  bone	  development.	  In	  penguins,	  this	  is	  observed	  in	  the	  development	  of	  radial	  bone	  in	  Kings	  (Margerie	  et	  al.,	  2004)	  and	  the	  radial	  bone	  and	  higher	  vascular	  canal	  density	  in	  Gentoos	  (Chapter	  IV).	  The	  lack	  of	  cyclic	  patterns	  or	  changes	  in	  bone	  microstructure	  in	  Adélies	  and	  Chinstraps	  may	  reflect	  the	  ability	  of	  individuals	  to	  avoid	  pronounced	  seasonal	  changes	  in	  temperature,	  photoperiod,	  and	  food	  resources.	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Figure	  30.	  Bone	  microstructure	  of	  modern	  Gentoo	  (UNCW	  B980)	  penguin	  femur	  in	  plain	  (A)	  and	  cross-­‐polarized	  (B)	  light.	  Bone	  microstructure	  of	  Gentoo	  tibiotarsus	  in	  plain	  (C)	  and	  cross-­‐polarized	  (D)	  light.	  Single	  white	  arrows	  indicate	  the	  OCL	  and	  double	  white	  arrows	  indicate	  ELB.	  Scale	  bar	  =	  250	  μm	  for	  all	  images.	  	   The	  lack	  of	  growth	  marks,	  cyclic	  growth,	  and	  significant	  radial	  bone	  deposits	  in	  the	  Devon	  Island	  Hesperornis,	  combined	  with	  the	  histologic	  similarity	  to	  lower	  latitude	  specimens,	  is	  inconclusive	  in	  terms	  of	  interpreting	  migratory	  behavior	  in	  these	  extinct	  birds.	  	  If	  Hesperornis	  migrated	  along	  the	  WIS,	  the	  physiological	  exertion	  of	  migration	  did	  not	  leave	  a	  record	  in	  their	  bone	  microstructure.	  This	  appears	  to	  be	  similar	  to	  the	  bone	  histology	  of	  Adélie	  and	  Chinstrap	  penguins,	  where	  no	  non-­‐ontogenetic	  changes	  in	  microstructure	  were	  observed	  in	  the	  cortex.	  On	  the	  other	  hand,	  if	  Hesperornis	  birds	  were	  non-­‐migratory,	  overwintering	  in	  high	  latitudes	  did	  not	  leave	  a	  record	  in	  their	  bone	  microstructure	  either	  –	  whether	  in	  the	  form	  of	  growth	  marks	  or	  in	  rapidly	  growing	  radial	  bone	  as	  demonstrated	  in	  Gentoo	  penguin	  (this	  study)	  and	  King	  penguin	  (Margerie	  et	  al.,	  2004)	  bones.	  These	  results	  are	  consistent	  with	  the	  histologic	  analyses	  of	  Late	  Cretaceous	  polar	  dinosaurs	  from	  Australia	  that	  appear	  to	  be	  equivocal	  (Woodward	  et	  al.,	  2011b).	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Summary	  Results	  from	  this	  study	  reveal	  no	  distinctive	  differences	  in	  the	  microstructure	  of	  
Hesperornis	  bones	  from	  high	  (Devon	  Island,	  Canadian	  Arctic)	  and	  mid	  (Kansas)	  latitude	  deposits.	  Vascular	  canal	  patterns	  are	  similar	  and	  no	  LAGs	  or	  other	  growth	  marks	  (e.g.	  zones	  and	  annuli;	  sensu	  Castanet	  et	  al.	  1993)	  are	  observed	  in	  any	  specimens.	  	  Analysis	  of	  extant	  organisms	  not	  only	  sheds	  light	  on	  the	  paleobiology	  and	  behavior	  of	  extinct	  birds,	  but	  also	  adds	  to	  the	  much-­‐needed	  record	  of	  comparative	  studies	  of	  extant	  bird	  growth	  dynamics.	  Comparisons	  of	  modern	  pygoscelid	  penguin	  bones	  from	  closely	  related	  migratory	  (Adélie	  and	  Chinstrap)	  and	  non-­‐migratory	  (Gentoo)	  species	  provide	  useful	  perspectives	  on	  the	  significance	  of	  bone	  microstructure	  in	  polar	  birds.	  	  Histologic	  analyses	  of	  Adélie	  and	  Chinstrap	  penguin	  bones	  reveal	  no	  cyclic	  patterns,	  uniform	  changes	  in	  microstructure,	  nor	  growth	  marks	  in	  the	  microstructure	  of	  these	  migratory	  species.	  However,	  relatively	  higher	  bone	  development	  rates	  are	  indicated	  by	  radial	  bone	  and	  higher	  vascular	  canal	  density	  in	  non-­‐migratory	  Gentoo	  penguins.	  The	  higher	  relative	  bone	  development	  rates	  of	  Gentoos,	  compared	  to	  Adélies	  and	  Chinstraps,	  likely	  reflect	  the	  higher	  overall	  growth	  rates	  in	  Gentoo	  populations	  in	  the	  southern	  portions	  of	  their	  biogeographic	  range	  where	  breeding	  seasons	  are	  shorter	  and	  winters	  are	  harsher	  (Volkman	  and	  Trivelpiece,	  1980;	  Bost	  and	  Jouventin,	  1990;	  Chapter	  IV).	  Similar	  microstructure	  patterns	  are	  documented	  in	  King	  penguin	  chicks,	  which	  achieve	  exceptionally	  high	  growth	  rates	  to	  reach	  a	  body	  size	  large	  enough	  to	  survive	  their	  first	  Antarctic	  winter	  (Stonehouse,	  1960;	  Margerie	  et	  al.,	  2004).	  Ultimately,	  results	  of	  bone	  microstructure	  analyses	  do	  not	  distinguish	  between	  the	  two	  primary	  hypotheses	  regarding	  whether	  Hesperornis	  populations	  overwintered	  or	  migrated	  along	  the	  Western	  Interior	  Seaway.	  If	  Hesperornis	  migrated	  along	  the	  Seaway,	  migratory	  behavior	  does	  not	  leave	  a	  record	  in	  their	  bone	  microstructure.	  	  Long-­‐distance	  migration	  implies	  that	  these	  birds	  not	  only	  avoided	  Arctic	  winters,	  but	  that	  specimens	  collected	  in	  high	  and	  mid	  latitude	  localities	  were	  possibly	  members	  of	  the	  same	  populations.	  This	  may	  explain	  in	  part	  why	  histologic	  patterns	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are	  similar	  among	  specimens	  regardless	  of	  latitude.	  If	  Hesperornis	  did	  not	  migrate,	  overwintering	  in	  Late	  Cretaceous	  high-­‐latitude	  environments	  did	  not	  leave	  a	  distinct	  record	  in	  their	  bone	  microstructure	  either.	  	  	  Several	  factors	  may	  account	  for	  the	  absence	  of	  histological	  evidence	  for	  migration	  or	  overwintering	  in	  Hesperornis.	  The	  fact	  that	  most	  extant	  birds	  reach	  adult	  body	  size	  within	  a	  year	  of	  hatching	  implies	  that	  most	  or	  all	  of	  their	  primary	  cortical	  bone	  is	  deposited	  before	  undertaking	  long-­‐distance	  migration	  or	  overwintering	  in	  strongly	  seasonal	  climates	  (events	  that	  would	  likely	  occur	  in	  the	  winter	  of	  their	  first	  year).	  	  As	  a	  result,	  physiological	  stresses	  associated	  with	  these	  events	  may	  not	  be	  recorded	  in	  avian	  bone	  microstructure.	  This	  is	  distinctly	  different	  from	  the	  growth	  dynamics	  of	  non-­‐avian	  dinosaurs,	  which	  generally	  take	  multiple	  years	  to	  reach	  skeletal	  maturity.	  Non-­‐avian	  dinosaurs	  could	  therefore	  incorporate	  several	  growth	  cycles	  influenced	  by	  behavior	  and/or	  climate	  into	  their	  bone	  microstructure	  before	  rapid	  periosteal	  growth	  ceases.	  Alternatively,	  Hesperornis	  may	  lack	  plasticity	  in	  their	  bone	  microstructure,	  meaning	  changes	  in	  growth	  dynamics	  due	  to	  migration	  or	  overwintering	  are	  not	  recorded.	  By	  comparison,	  the	  variable	  breeding	  behavior,	  foraging	  behavior,	  and	  growth	  rates	  throughout	  the	  biogeographic	  range	  of	  Gentoo	  penguins	  (Bost	  and	  Jouventin,	  1990)	  may	  be	  reflected	  in	  their	  bone	  growth	  (Chapter	  IV).	  Plasticity	  in	  bone	  microstructure	  has	  been	  documented	  in	  other	  extant	  birds	  subjected	  to	  physiological	  stress	  (Starck	  and	  Chinsamy,	  2002).	  It	  is	  also	  possible	  that	  Late	  Cretaceous	  Arctic	  climates	  were	  not	  severe	  enough	  to	  influence	  bone	  microstructure	  in	  Hesperornis.	  	  While	  there	  is	  evidence	  for	  seasonality	  (Dell’Agnese	  and	  Clark,	  1994;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004;	  Davies	  et	  al.,	  2009)	  and	  below	  freezing	  temperatures	  (Wolfe	  and	  Upchurch,	  1987;	  Amiot	  et	  al.,	  2004;	  Davies	  et	  al.,	  2009)	  in	  the	  Late	  Cretaceous	  Arctic,	  the	  climate	  was	  much	  warmer	  and	  more	  equable	  than	  what	  characterizes	  today’s	  high	  latitudes	  (Hay	  et	  al.,	  1993;	  Herman	  and	  Spicer,	  1996,	  1997;	  Amiot	  et	  al.,	  2004;	  Jenkyns	  et	  al.,	  2004).	  Not	  all	  overwintering	  high	  latitude	  dinosaurs	  had	  distinctly	  different	  bone	  microstructure	  than	  their	  lower	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latitude	  relatives	  (Woodward	  et	  al.,	  2011b),	  and	  this	  may	  have	  also	  been	  the	  case	  for	  Hesperornis.	  Additional	  histological	  analyses	  of	  new	  hesperornithiform	  specimens	  may	  help	  tease	  out	  the	  causes	  and	  effects	  of	  behavior	  and	  environment	  on	  their	  bone	  microstructure.	  	  	  The	  continuing	  efforts	  to	  understand	  if	  and	  how	  bone	  microstructure	  patterns	  relate	  to	  migratory	  behavior	  have	  resulted	  in	  numerous,	  often	  contradictory	  interpretations	  of	  migratory	  and	  non-­‐migratory	  behavior	  in	  fossil	  taxa	  (Chinsamy	  et	  al.,	  1998b,	  2012;	  Tutken	  et	  al.,	  2004;	  Erickson	  and	  Druckenmiller,	  2011;	  Woodward	  et	  al.,	  2011b;	  Hübner,	  2012).	  Considering	  the	  hypothesized	  importance	  of	  growth	  mark	  and	  bone	  microstructure	  differences	  in	  interpreting	  behavior	  in	  extinct	  taxa,	  the	  similarity	  in	  high	  and	  low	  latitude	  Hesperornis	  bone	  histology	  has	  significant	  implications	  for	  using	  bone	  microstructure	  as	  a	  proxy	  for	  detecting	  evidence	  for	  migration	  or	  overwintering	  in	  fossil	  birds.	  This	  is	  especially	  true	  for	  fossil	  avian	  taxa	  that	  appear	  to	  have	  reached	  skeletal	  maturity	  within	  one	  year	  like	  extant	  birds.	  	  Consequently,	  a	  multi-­‐proxy	  approach	  is	  likely	  the	  only	  way	  to	  realistically	  approach	  the	  question	  of	  migration.	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APPENDIX	  A	  	  Selected	  measurements	  of	  North	  American	  hesperornithiform	  skeletal	  elements.	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APPENDIX	  B	  	  Measurements	  of	  pygoscelid	  penguin	  femora	  and	  tibiotarsi	  used	  in	  osteohistologic	  analysis.	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